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1 Einleitung

Innerhalb der Stoffklasse der Proteine nimmt das Myosin des quergestreiften Muskels in ge-
wisser Weise eine Sonderstellung ein. Durch eine Zweiteilung des Molekiils in eine globu-
lare, katalytisch aktive "Kopf"domane und einen stabformigen "Schwanz"teil (Lowey et al.,
1967) sind so unterschiedliche Funktionen wie die Umsetzung von chemischer in mecha-
nische Energie und die Fahigkeit zum Aufbau hochgeordneter Strukturen in einer molekula-
ren Einheit zusammengefasst. Eine Aufteilung in funktionell unterschiedliche Abschnitte ist
zwar keineswegs ein einzigartiges Phdnomen, in der Tat gehen viele enzymatische Pro-
zesse mit der Bindung des Molekuls an beispielsweise andere Proteinkomponenten oder die
Zellmembran einher. Im Falle des Myosins ist dariiber hinaus aber die Abstimmung dieser
Funktionen in bemerkenswerter Weise mit der Ausbildung polymerer Strukturen im 3-
dimensionalen System des myofibrillaren Apparates verbunden.

Die Fahigkeit, unter Verbrauch chemisch gespeicherter Energie gerichtete Bewegungen
auszufithren, hat das Myosin mit Proteinen wie Kinesin, das fir intrazellulare Transportvor-
gange verantwortlich ist, und Dynein, das die Cilien-Bewegung treibt, gemeinsam. Deren
ATP-spaltende Kopfe werden inzwischen unter dem Oberbegriff der "molekularen Motoren"
zusammengefasst, deren Funktionsausiibung in allen Fallen an das Vorhandensein einer
polarisierten Matrix, die die Richtung der Bewegung vorgibt, gekoppelt ist. Beim muskularen
Myosin werden die katalytischen Zentren nun Uber den Stabteil des Molekiils, der dieses zur
gerichteten Selbstassoziation befahigt, rdumlich zum dicken Filament geordnet (Huxley,
1957). In Verbindung mit einer entsprechenden Anordnung der Zielmatrix, hier der diinneren
Aktinfilamente (Huxley, 1953), kann durch diese Organisation, die in Extremfallen nahezu
kristalline Gitter hervorbringt, ein immenser Wirkungsgrad erreicht werden: die Fllgelschlag-
frequenz von Insekten kann bis zu 1000 Hz betragen. So ist denn auch der Aufbau speziell
des Insektenflugmuskels (IFM) ein au3ergewdhnliches Beispiel fiir die Ausbildung einer ex-
trem regelmaRigen Anordnung von proteinischen Funktionseinheiten in Zellen (Abb.1-1).
Diese Arbeit soll durch die Untersuchung des fir die Selbstassoziation des Insektenmyosins
verantwortlichen Molekulteils einen Beitrag zum Verstandnis der Mechanismen leisten, die

der Ausbildung spezifisch geordneter supramolekularer Strukturen zugrunde liegen.
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Abb. 1-1: Das Insektensarkomer

A: Langsschnitt Lethocerus-Sarkomer. Z: Z-Scheibe; I: I-Band; A: A-Band; H: H-Zone. (aus: Bullard
et al., 1977a, veréndert)

B: Querschnitt Musca-Sarkomer. Ak: Aktinfilament; My: Myosinfilament. (aus: Beinbrech et al., 1988,
verandert)

Abb. 1-1 B demonstriert die hexagonal-kristalline Anordnung der Insektenfilamente im Quer-
schnitt, die - neben einem im Vergleich zu Vertebraten-Skelettmuskeln erhéhten Aktin-Myo-
sin-Verhaltnis von 3:1 - Ebenen alternierender Filamente produziert. Diese Eigenschaft
macht den IFM zu einem unschéatzbaren Fundus fir ultrastrukturelle Untersuchungen. Der
Aufbau das Sarkomers im Querschnitt (Abb. 1-1 A) impliziert die Funktionsweise eines Mus-
kels, die in Huxleys klassischer Theorie des "sliding flament model" niedergelegt ist (Huxley,
1954): Die Polaritat der diinnen Aktin- und dicken Myosin-Filamente kehrt sich in der Mitte
der Funktionseinheit des Sarkomers um. Myosinképfchen fiihren also beiderseits der Aktin-
freien H-Zone in den Aktin-Myosin-Uberlappungszonen (A-Band) entgegengesetzt gerichtete
Bewegungen aus. Durch die Verankerung der diinnen Filamente in den das Sarkomer beid-
seitig begrenzenden Z-Scheiben wird eine Verkirzung des aus Tausenden von Sarkomer-

einheiten bestehenden myofibrillaren Apparates erméglicht.

Ausgelost wird eine solche Kontraktion durch das aus dem T-System (Sarkoplasmatisches
Retikulum) freigesetzte Kalzium (Ebashi, 1972), das durch Bindung an Liganden innerhalb
der Filamente Anderungen der raumlichen Orientierung der Proteine hervorruft, so dass eine
Interaktion der beiden Filamenttypen moglich wird (Ebashi, 1976): Die Kopfdomane des
Myosin greift an den nach Ca**-Bindung an die Regulatorproteine frei zuganglichen Aktin-
monomeren an und durchlauft unter ATP-Verbrauch den sog. "Querbrickenzyklus”, der in
einer Translation des Aktinmonomers relativ zum dicken Filament resultiert (Huxley, 1969).

Das im IFM sehr schmale Myosin-freie I-Band ist eine morphologische Konsequenz aus der
speziellen Funktionsweise dieser indirekten Muskeln: Bewegt werden nicht die Fligel selber,

sondern das kutikulare Exoskelett bildet den Ansatzpunkt longitudinaler und dorsoventraler
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Muskeln, die den Thorax deformieren. Unterstitzt von direkten Steuermuskeln, werden
durch diesen schnappenden Verstarkermechanismus die einleitend erwahnten beeindru-
ckenden Schlagfrequenzen der Insektenfliigel auch ohne starke Verkirzung des Sarkomers
erreicht. Die hohen Oszillationsfrequenzen sind, da ja der gesamte Thoraxkorper in Schwin-
gung versetzt wird, letztlich abh&ngig von dessen Umfang, so dass die zitierten Spitzenwerte
bei den kleinsten Vertretern ihrer Klasse gemessen werden. In diesen Gréf3enordnungen
wird allerdings ein anderer Faktor begrenzend: die Zuleitungsfrequenz der innervierenden
Neuronen. Auf diesen Umstand griindet sich das Prinzip der "asynchronen" Flugmuskulatur:
Wahrend z.B. Heuschrecken, Schaben und Schmetterlinge noch jede Muskelkontraktion
durch einen Einzelreiz auslésen, ist bei Bienen, Kafern, einigen Wanzen und eben den Flie-
gen eine Daueraktivierung des Muskels durch standig erhéhten intrazellularen Kalzium-
Spiegel verwirklicht, die es erlaubt, mehrere Kontraktionen auf einen Reiz hin auszufuhren.
Die eigentliche Kontraktion wird durch die Tatigkeit des Antagonisten ausgeltst, was man mit
dem Begriff der Dehnungsaktivierung bezeichnet (Ruegg & Tregear, 1966).

Diese Art der Aktivierung ist ein Wirkungsprinzip, das - wie auch andere - urspringlich bei
den Insekten beschrieben wurde und spater als ein auch bei den Vertebraten verwirklichter
Mechanismus gefunden wurde (Steiger, 1971). Die Bedeutung der Dehnungsaktivierung z.B.
fur die Kontraktion der Herzmuskelzellen wurde unléngst direkt gezeigt (Vemuri et al., 1999).
Weitere Beispiele fur die Vorreiterrolle dieser Untersuchungsobjekte sind das dritte, die Myo-
sinfilamente mit den Z-Scheiben verbindende Filamentsystem (Ashhurst, 1977; Maruyama,
1997) und die duale Kalzium-Aktivierung (Lehman, 1977). Hier wirkt Kalzium nicht nur durch
Bindung an die Regulatorproteine (Weeds & Lowey, 1971) des Aktinfilaments, die zu einer
erst lange nach der ersten Beschreibung (Cohen et al., 1972) tatsachlich visualisierten
(Lehman et al., 1994) Dislokation des Tropomyosins fiihrt. Zusatzlich ist eine Myosin-
gebundene Regulation der Kontraktion verwirklicht. Wahrend bei Mollusken Kalzium direkt
an die regulatorischen Leichten Ketten (R-LC’s) des Myosins bindet (Kendrick-Jones et al.,
1976), findet im IFM eine Ca'*-abhangige Phosphorylierung dieser Untereinheiten statt
(Lehman et al., 1974), ein Mechanismus, dessen regulatorische Bedeutung auch bei glatten
Muskeln der Vertebraten, nicht aber deren quergestreiften Muskeln nachgewiesen ist (Rowe
& Kendrick-Jones, 1992). Zusammen mit je einer sogenannten Alkali-LC sind die R-LC's in
den Nacken-Regionen der Kdpfe eines Dimers aus Schweren Ketten (HC’s) lokalisiert. Abb.

1-2 zeigt eine schematische Darstellung des hexameren Proteins:
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S2
hinge
& e /
LC’s

HMM LMM

Abb. 1-2: Das Myosinmolekil. Abkirzungen: s. Text; (nach: Liang et al., 1999, verandert)

Die Nomenklatur der Teilabschnitte des Myosins geht auf den Einsatz von Proteasen zur
Untersuchung der Substruktur des Molekiils zurtick (Lowey et al., 1969). Limitierter trypti-
scher bzw. chymotryptischer Verdau fiihrt zur Aufspaltung in Untereinheiten, die als Heavy
Mero Myosin (HMM), bestehend aus Subfragment 1 (S 1: Képfchen) und Subfragment 2
(S 2: ,coiled coil“: gewundene o-Helices), und Light Mero Myosin (LMM: coiled coil) bezeich-
net werden. Die bevorzugten Spaltstellen zeichnen sich dabei durch eine aufgelockerte Se-
kundarstruktur aus, was man durch den Begriff ,hinge" (Scharnier) beschreibt. Die Dimerisie-
rung erfolgt durch die Assoziation der a-helikalen Anteile zweier Schwerer Ketten zum coiled
coil, das auf ca. 2 des Weges zum C-Terminus (Stabende) den strukturschwachen hinge-
Bereich aufweist, der es dem HMM-Teil erlaubt, sich wahrend des Kraftzuges vom Filament-
korper zu lésen. Die Aufgabenteilung wird durch Untersuchungen mit diesen Spaltprodukten
demonstrativ belegt. So kénnen isolierte S 1-Kopfchen in sog. ,in-vitro-motility-assays” mit
Aktin gerichtete Bewegungen induzieren (Ruppel & Spudich, 1995). Das LMM bestimmt die
Loslichkeit (Szent-Gyorgyi, 1953) des Gesamtmolekiils und die gerichtete Zusammenlage-
rung zum Molekulverbund. Als Determinator dieser Eigenschaften ist der LMM-Abschnitt des

Insektenmyosins Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Wahrend man beim Vergleich der Struktur von diinnen Filamenten eine weitgehende Ho-
mologie im gesamten Tierreich feststellt, ergeben sich Unterschiede nicht nur in der schon
beschriebenen Anordnung von Aktinfilamenten um das dicke Filament, sondern auch in der
substrukturellen Organisation der dicken Filamente. Es scheint also, als sei die Spezialisie-
rung einzelner Muskeln eng mit deren dicken Filamenten verknlipft. Trotz diverser Variatio-
nen findet man jedoch bei den Myosin-Filamenten unterschiedlichster Herkunft verwandte
Eigenschaften, die die Vermutung nahe legen, dass der Architektur dicker Filamente ein ge-
meinsames Bauprinzip zugrunde liegt.

Ganz allgemein handelt es sich bei den dicken Filamenten um geordnete Zusammenlage-
rungen von grof3tenteils fiborosen Proteinen, deren Hauptbestandteil bis auf wenige Ausnah-
men das Myosin ist. In Abh&angigkeit von der molekularen Organisation der beteiligten Kom-

ponenten kommt es so zu einer art- und gewebespezifischen Substruktur von Myosin-
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filamenten (Squire, 1981). Morphologische und ultrastrukturelle Differenzierungen sind dabei
als Adaptation an die spezialisierten Aufgaben des jeweiligen Muskelgewebes anzusehen.
So unterscheidet sich auch die Architektur der dicken Filamente beispielsweise von
Insektenflug- und Skelettmuskeln, wie man u.a. aus Beugungsbildern ableiten kann (vgl.
Abb. 1-3 A und B). Auch ohne detaillierte Kenntnis der Substruktur der Myosinfilamente darf
angenommen werden, dass die distinkte Auspragung insbesondere des Insektenflugmuskels
bzw. dessen Filamente darauf abzielt, die Interaktionsmdglichkeiten zwischen den Fila-
menten im Hinblick auf die extrem effiziente Funktion zu optimieren. Die Positionen der
Myosinkopfchen, die einen zentralen Parameter der Diversifizierung darstellen, werden
durch die molekulare Ordnung der LMM-Anteile im Filamentkorper determiniert.

Mit den bislang zur Verfugung stehenden Techniken der bildhaften Darstellung kénnen die
Feinstrukturen im Filamentschaft (,backbone®) nur unvollstdndig aufgelost werden. Aus die-
sem Grund versuchte man lange Zeit, aus der regelmafigen Anordnung von Képfchendich-
ten auf der Filamentoberflache Ruckschlisse auf die zugrunde liegende Anordnung von
Myosinstdben im Schaft des Filaments zu ziehen (Squire, 1973). Informationen Uber die
Formation von regelmafig angeordneten Proteindichten auf den Filamenten lassen sich aus

Beugungsmustern derselben erhalten.

Diskrete Beugungsmuster entstehen allgemein, wenn sich Strahlung an periodisch wieder-
kehrenden Strukturen bricht. Dabei l6scht sich der bei weitem Uberwiegende Anteil der
Streustrahlung aus, ein bestimmter Anteil aber, deren Ausfallswinkel vom periodischen Ab-
stand der beugenden Strukturen abhangt, verstarkt sich gegenseitig und bildet die Beu-
gungsreflexionen. Deren Abstand vom einfallenden Primarstrahl (proportional zum Ablen-
kungswinkel) ist also ein Mal flr den Abstand der beugenden Muster. Da die erwahnte kon-
struktive Interferenz der gebrochenen Strahlen bei um so kleineren Brechungswinkeln ge-
schieht je groRer der periodische Abstand im bestrahlten Obijekt ist, stellt das Beugungs-
muster ein reziprokes Abbild der periodischen Strukturen im Original dar. Die Wellenlange
der zu verwendenden Strahlung ist dabei abhéngig von der GréRenordnung der aufzulésen-
den Strukturen: Im atomaren Bereich, d.h. bei der Analyse makroskopischer Kristalle ver-
wendet man Rontgenstrahlung (A=0,145 nm), bei der Untersuchung von mikrokristallinen
Strukturen, die einer VorvergréR3erung beispielsweise durch das Elektronenmikroskop (EM)
bedurfen, werden die EM-Bilder mit Laserstrahlen (A=633 nm) analysiert (optische Beugung).
Da durch den fibrillaren Charakter des Muskelgewebes die gangigen Objekte der Muskel-
strukturforschung eine langliche Ausrichtung haben, deren Achse langs zum Sarkomer ver-
lauft, werden deren Beugungsdiagramme per Konvention so ausgerichtet, dass die axialen
Anteile auf der ,Ordinate” des Beugungsbildes, dem Meridian, zu liegen kommen, wahrend

Abstande quer zur Fibrillenausrichtung auf den sog. Aquator fallen. Abb. 1-3 zeigt Beugungs-
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muster von dicken Filamenten verschiedener Spezies, sowie eine dreidimensionale Rekon-

struktion von Protein-(=Kopfchen-)dichten auf der Oberflache von Skorpionfilamenten.

14,5 nn - 14,3 nm -

Abb. 1-3: Optische Beugungen dicker Filamente, Rekonstruktion von Képfchendichten
spezifische Netzebenen-Abstande sind markiert

: Beugungsdiagramm eines Lethocerus-Filaments; (aus: Morris et al., 1991, verandert)

: Beugungsdiagramm eines Rana-Filaments; (aus: Kensler & Stewart, 1986, verandert)

: Beugungsdiagramm eines Scorpio-Filaments; (aus: Kensler et al., 1985, verandert)

. Dreidimensionale Rekonstruktion der Oberflachenmassen eines Scorpio-Filaments; (aus: Stewart
et al., 1985, verandert). Zu erkennen sind die schraubig um den hier ausgeblendeten Filamentkor-
per umlaufenden Proteindichten assoziierter Kopfchen, die auf der Grundlage von 14,5 nm entfern-
ten Ebenen eine Strukturwiederholung nach 43,5 nm ausbilden (in diesem Fall gleich dem axialen
Abstand der Kopfchenhelices).

o0 w>
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Man stellt fest, dass die Hauptdichten, also Kdpfchenpositionen, nur in definierten Abstanden
auf der Oberflache lokalisiert sind. Meridionale Anteile des Beugungsbildes leiten sich von
der axialen Distanz dieser Kopfchenebenen ab, die in allen Féllen nahe verwandt ist und
Werte zwischen 14,3 und 14,5 nm annimmt (Tregear et al., 1984). Diese Gr6(3e, die auch als
~pincipal/fundamental repeat* bezeichnet wird (hier: Grundperiode oder prinzipielle Wieder-
holung), verbindet die Organisation von Myosinmolekilen in allen Filamenten. Sie wird in der
vorliegenden Arbeit - wenn nicht anders vermerkt - zu 14,5 nm, dem aus Réntgenbeugungen
ermittelten Ebenenabstand der Insektenfilamente (Miller & Tregear, 1972), gesetzt. Die nicht
(,0ff*-) meridionalen Reflexionen entstehen durch die Kombination von paralleler Versetzung
und Ordnung um den Zylinder, also der helikalen Anordnung der Kopfchen, die in Abb. 1-3 D
am Beispiel des Skorpion-Muskels herausgefiltert ist. Hier assoziieren sich die Kopfchen
entlang der helikalen Symmetrie, so dass vier (Helixanzahl N = 4: vierfache Symmetrie)
schraubig umlaufende Dichtestrdnge zu erkennen sind. Den axialen Abstand, in dem ein
Strang einen vollstandigen Umlauf beschreibt, bezeichnet man als Windungsléange
(,pitch“=p) der Helix. Der axiale Abstand einzelner Helices (c) ist demnach durchc=p /N zu
beschreiben. Im Beugungsbild erscheint im entsprechend reziproken Abstand das erste off-
meridionale Maximum (Abb. 1-3 C: 43,5 nm). Nicht notwendigerweise stimmt dieser Abstand

wie im Falle des Skorpion-Filaments mit der Strukturwiederholung (Abb. 1-3 D) tberein.

Reedy etablierte 1967 entscheidende Eckdaten der Symmetrie der Képfchen auf Filamenten
der tropischen Wasserwanze Lethocerus, eines Standardobjekts zur Untersuchung asyn-
chroner Flugmuskeln (Reedy, 1967). Er zeigt eine Wiederholung bei 116 nm und starke off-
meridionale Beugungsintensitaten ganzer Muskeln bei 38,7 nm (s. Abb. 1-3 A), die eindeutig
der Myosin-Helix zugeordnet werden kdénnen. Die extreme RegelmaRigkeit des Filamentgit-
ters erlaubt ihm hier und in der Folgearbeit (Reedy, 1968), die 3-dimensionale Architektur
des IFM-Sarkomers durch Kombination von optischer Diffraktion und strukturellen Beobach-
tungen zu analysieren. Er bestétigt nicht nur Periode (38,7 nm) und Drehsinn (rechtsh&ndig)
der Aktinfilament-Doppelhelix, sondern zeigt eine Sarkomer-ubergreifende RegelméaRigkeit
von zweistrangigen Kdpfchenhelices im Abstand von c= 38,7 nm auf den dicken Filamenten.
Eine solche helikale Anordnung wurde auch auf isolierten Bienenfilamenten beobachtet
(Trombitas & Tigyi-Sebes, 1986), so dass eine mustergebende Beteiligung der Aktinmatrix
ausgeschlossen werden kann. Diese Ubereinstimmung der beiden filament-inharenten Peri-
oden hat Theorien zur Aktivierung des IFM auf den Weg gebracht (Wray, 1979a) und kann
als eine wesentliche Voraussetzung fiur dessen aul3erordentliche Effektivitat angesehen wer-
den. Bedingt durch die laterale Registrierung der Myosinfilamente im Lethocerus-Sarkomer
kann Reedy den Drehsinn der Képfchen-Helices als linksgangig identifizieren und formuliert
ein 2fach symmetrisches Kdpfchen-Modell, dessen Helices einen pitch von 77,3 nm aufwei-

sen.
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Wie diese Dichten, die ihrerseits im Querschnitt eine zweiteilige, Y-formig Gabel beschrei-
ben, durch die Anordnung der Myosinmolekiile im Schaft des Filaments erzeugt werden, ist
bis heute nicht klar. Gestltzt durch biochemische Untersuchungen, die bei Lethocerus einen
Myosingehalt von 6 Molekilen pro Képfchen-Ebene anzeigten (Chaplain & Tregear, 1966),
entwickelte Squire ein 6-strangiges Modell, das einen Teil seiner Theorie zum generellen
Aufbau von Myosin-Filamenten darstellt (Squire, 1972). Tatséachlich kann er theoretisch ab-
leiten, wie ein solcher Aufbau die als ,flared X's* bezeichneten Y-Strukturen generieren
kann. Sein Modell fuldt im Wesentlichen auf der Annahme gleicher Umgebungen und Pa-
ckungsgeometrien fir jedes Molekll im Rickgrat eines gegebenen Filaments. So sollen
symmetrische Filamente entstehen, deren Kopfchenpositionen in verschiedenen Filamenten
nahezu identisch sind (Squire, 1971). Variable Parameter sind der Filamentdurchmesser, der
myosinfreie Kern und die Neigung von Staben relativ zur Filamentachse (Squire, 1973).

Im letzten Punkt sind Squires Vorstellungen verwandt mit dem Filament-Modell von Wray,
dessen Uberlegungen auf der Beobachtung von 4 nm dicken Substrukturen im backbone
von Invertebraten-Filamenten beruhen (Wray, 1979b). Er kann zeigen, wie so unterschiedli-
che Helixperiodizitaten wie 30,8 nm des dicken Filaments schneller Hummer-Muskeln, 35 nm
(langsame Hummermuskeln) und in Extrapolation 38,7 nm des IFM durch unterschiedliche
Neigungswinkel von Subfilamenten ineinander tberflhrbar sind. Er schlie3t im Falle des IFM
auf ein 4fach-symmetrisches Filament (4 parallele Képfchen-Helices) aus 12 konzentrisch
angeordneten Untereinheiten, die im Winkel von 1,8° zur Filamentachse geneigt sein mus-
sen. Eine symmetrische Anordnung von 6 Kopfchen kann er aufgrund des sich damit erge-
benden Abstandes der Kdpfchen vom Filamentkern ausschlieBen (Wray, 1982). Eine we-
sentliche Weiterentwicklung der Konzepte Squires besteht in der Annahme der Biindelung
von Staben zu Substrukturen. Damit ist die Forderung einer grundsatzlichen Aquivalenz aller
Molekile aufgehoben. Letztlich kann das bedeuten, dass auch die Vorstellung einer strikten
Symmetrie von Kopfchen um das Filament nicht durchzuhalten ist. Diese Aufteilung in Sub-

strukturen ist mittlerweile vielfach belegt, wie Abb. 1-4 zeigt.

Die hier dargestellten Ergebnisse erhalt man durch Mittelungs- und Filteroperationen an digi-
talisierten Querschnittsaufnahmen, die es ermdglichen, regelmaRige Anordnungen hoher
Proteindichten zu visualisieren. Das Bauprinzip aus Subfilamenten scheint sich ubiquitar zu
bestatigen: Nachdem schon auf der Basis von Rontgenbeugungen eine sechs- bis siebenfa-
che Rotationssymmetrie flr quergestreifte Muschel-Muskeln vorgeschlagen worden war
(Wray et al., 1975), konnten Substrukturen in der Peripherie des Filamentkdrpers in sieben-
facher Symmetrie (Abb. 1-4 C) gefunden werden (Craig et al., 1991; Vibert, 1992).
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Abb. 1-4: Computer-prozessierte Querschnitte von Myosinfilamenten

A: Musca-Filament; (aus: Beinbrech et al., 1988)
B: Gallus-Filament; (aus: Ashton et al., 1992)
C: Placopecten (Muschel)-Filament; (aus: Craig et al., 1991)

Auch fir die Beinmuskeln der Tarantel, deren vierfache Kdpfchen-Symmetrie durch Rekon-
struktion etabliert worden war (Crowther et al., 1985; Padron et al., 1993), ist eine Vierteilung
des Filamentkerns beobachtet worden (Padron et al., 1992). Dass eine subfilamentartige
Anordnung auch in Vertebraten die Organisation des Myosins bestimmt, darauf gibt es nach
der Beobachtung einer Aufspaltung dieser Filamente in drei Subfilamente (Maw & Rowe,
1980; Pepe, 1982) auch direkte Hinweise: Neben den Querschnittsmittelungen der Arbeits-
gruppe Pepe, die sehr deutlich eine Dreiteilung mit neun Untereinheiten (Abb. 1-4 B) de-
monstrieren (Ashton et al., 1992; Pepe et al., 1986a), kommen auch Stewart und Kensler
(Stewart & Kensler, 1986) in einer Rekonstruktionsstudie des Frosch-Skelettmuskels zu dem
Schluss, dass die Abweichungen von perfekt helikaler Ordnung, die in ihren Beugungsbil-

dern abzulesen ist, ihre Ursache in einer Blindelung der Molekile haben sollten.

Die Substrukturen des IFM sind in sechs Paaren um einen zentralen Kern angeordnet, der
im elektronenmikroskopischen Querschnitt entweder hohl (Beinbrech et al., 1988) erscheint
(Abb. 1-4 A; auch: Drosophila), oder je nach Spezies (z.B. Lethocerus, Apis) mehr oder we-
niger soliden Charakter zeigt (Beinbrech et al., 1992). Dabei korreliert die Proteinmasse im
Kern der soliden Filamente deutlich mit deren Paramyosin-Gehalt (Beinbrech et al., 1985).

Im Gegensatz zu anderen Filamenten hohen Paramyosingehalts wie denen der Muscheln
(Elliott & Bennett, 1984) oder auch von Caenorhabditis (Epstein et al., 1995), in denen Pa-
ramyosin eine eigene Strukturebene bildet, scheint dieses ebenfalls zum coiled coil gefaltete
Protein also einen variablen Part beim Aufbau der Myosinfilamente des IFM zu spielen. Die
Anwesenheit von hohlen wie soliden Filamenten in ein und demselben Sarkomer der
Fleischfliege (Phormia) bedeutet, dass nur ein geringer Anteil an Paramyosin essentiell flr

den Strukturaufbau ist, da auch in Insektenmuskeln mit ausschlie3lich hohlen Filamenten ein
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Paramyosin-Gehalt von ca. 3 % gegeben ist. Nur in Gegenwart von Paramyosin und eines
weiteren Myosin-assoziierten Proteins des IFM, des Projektins, kann die Lange synthetischer
Filamente der Lange von nativen angendhert werden (Kdlsch et al., 1995). Die Untersuchung
der Myosin-Paramyosin-Interaktion ist essentiell fir das Verstandnis der molekularen Orga-
nisation von Invertebraten-Filamenten (Cohen, 1982; Epstein et al., 1975; Ziegler et al.,
1996).

Die Mittelungen von Insektenfilament-Querschnitten (Abb. 1-4 A) bestatigen zwar die Anzahl,
nicht aber die von Wray abgeleitete 12fach symmetrische Organisation von Myosin-
Strangen. Das von Wray ebenfalls mit einer 12fachen Symmetrie modellierte Myosinfilament
schneller Hummer-Muskeln zeigt im gefilterten Querschnitt ebenfalls eine Paarung von
Subfilamenten (Ashton et al., 1987). In einem weiteren Punkt weichen ultrastrukturelle
Befunde von dessen Modellvorstellungen ab: In weiterfihrenden Untersuchungen konnte ein
achsenparalleler Verlauf der Subfilamente in Bienenfilamenten gezeigt werden (Schmitz et
al., 1993). Jedoch erweist sich die Annahme einer Vierstrangigkeit als geeignet, die
Kdpfchendichten auf der Oberflache isolierter Lethocerus-Filamente zu rekonstruieren
(Morris et al., 1991). Dies ware also der erste Fall, in dem die Symmetrie des Filament-

Ruckgrates (6fach) nicht mit der Anzahl von Képfchen-Helices tibereinstimmt.

Der achsenparallele Verlauf von Subfilamenten schafft zudem weiteren Klarungsbedarf in
Bezug auf den “mismatch” von Képfchenabstéanden (3*14,5 = 43,5 nm) und Helix-Abstanden
(38,7 nm). Ein Modell zur Anordnung von Myosinmolekilen im backbone von Insektenfila-
menten muss eine Kombination von Versetzungen beinhalten, die diese Rahmenbedingun-

gen erfillen.

Seit der ersten Herstellung des LMM-Spaltproduktes (Szent-Gyoérgyi, 1953) und der Ent-
deckung, dass dieser Molekilteil die Aggregationseigenschaften des Molekils bestimmt
(Lowey et al., 1967), versucht man, aus makromolekularen Zusammenlagerungsmustern in
vitro Rlckschlisse auf die der Filamentbildung zu Grunde liegenden Molekilanordnungen zu
ziehen. LMM jedweder Herkunft bildet in vitro parakristalline Strukturen, die meist spindel-
formig in inrer Gestalt sind. Sie weisen durch die spezifischen Uberlagerungen von Molekii-
len Bereiche hoherer und niedrigerer Proteindichte auf. Regelmafig wiederkehrende Muster
lassen sich durch negative Kontrastierung des Aggregats mit Schwermetallsalzen sichtbar
machen. Dabei zeigt sich generell die Tendenz, dass axiale Uberschneidungsregionen, die
sich als Querstreifung der nadelférmigen Parakristalle darstellen, eine hohe Regelmé&Rigkeit
aufweisen, wahrend die laterale Ordnung der Aggregate relativ schwach ausgepragt ist. Dies
fuhrt unter anderem dazu, dass man speziell im Falle des Vertebraten-LMM recht detaillierte
Vorstellungen von den im Filament vorherrschenden Molekilversetzungen entwickelt hat,
dass aber Uber die ndchst hohere Organisationsstufe, das Subfilament, sehr wenige Er-

kenntnisse vorliegen. Aus beiden Informationen lie3e sich in Kombination theoretisch die
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Filamentstruktur, d.h. die dreidimensionale Anordnung von Molekilen und damit Kopf-
chenpositionen im nativen Filament ableiten. Im Einklang mit den Beugungsdiagrammen von
Vertebratenfilamenten (Abb.1-3 B), die im Sinne einer Kdpfchenanordnung im Abstand von
14,5 nm mit einer helikalen Wiederholung von 43,5 nm interpretiert worden waren (Huxley,
1963), sind in zahlreichen Veré6ffentlichungen Parakristalle dieser LMM-Spezies mit diesen
Perioden beschrieben worden (Bennett, 1981; Chowrashi & Pepe, 1977; Katsura & Noda,
1973; Nakamura et al., 1971). Molekulare Modelle der zugrunde liegenden Uberlappungen
legen ubereinstimmend nahe, dass eine der wichtigsten Interaktionen eine 43,5 nm Verset-
zung sein sollte. Dabei kommen verschiedene Autoren zu dem Schluss, dass ein 43,5 nm
versetztes, paralleles Dimer den Grundbaustein der Aggregation bilden sollte (Safer & Pepe,
1980; Strzelecka-Golaszewska et al., 1985). Diese Interpretation wird auch durch andere
methodische Ansétze gestitzt: So favorisieren Harrington und Burke (Harrington & Burke,
1972) auf der Basis von Sedimentationsessays eine solche Interaktionseinheit und dariber
hinaus sind entsprechende Dimere direkt visualisiert worden (Davis et al., 1982).

In einer richtungweisenden Publikation folgert Bennett, dass neben einer sukzessiven Paral-
lelversetzung von 43,5 nm den von ihr untersuchten Parakristallen von Vertebraten-LMM ein
antiparalleler Baustein mit 84 nm-Uberlappung zugrunde liegen sollte (Bennett, 1981). Zu-
satzlich zu dieser parallelen Versetzung mussen weitere - ebenfalls in Vielfachen von 14,5 -
in den polaren Flanken des Myosinfilamentes existieren, die die Kdpfchenabstande von
14,5 nm hervorrufen. Dies konnte nach den Modellvorstellungen Squires beispielsweise eine
72,5 nm Versetzung sein (Squire, 1973). Bennett halt eine von 58 nm fur mdglich, unter an-
derem, da diese Periodizitat in anderen LMM-Parakristallen direkt beobachtet worden war
(Chowrashi & Pepe, 1971). Auch eine einfache 14,5 nm-Versetzung wirde sowohl in Pa-
rakristallen als auch im Filament jene apparente Wiederholung verursachen kénnen.

Diese kurze Ubersicht verdeutlicht, dass zwar tber die Art der Kombination verschiedener
Versetzungen noch immer Unklarheit herrscht, dass selbige aber grundsatzlich integrale
Vielfache der prinzipiellen Képfchendistanz sein sollten.

Die letztendliche Auspragung der Interaktionen zwischen LMM-Molekilen in Parakristallen
und Filamentschaften und deren rdumliche Ordnung liegt in der Struktur des coiled coils be-
grundet. Diese Feinstruktur orientiert die zur Wechselwirkung mit direkten Nachbarn zur Ver-
fligung stehenden Aminosaure-Reste im Raum und determiniert so nicht nur die energetisch
gunstigsten Versetzungen sondern auch die Struktur von Subfilamente, also LMM-Bundeln.
Die Vorstellung, dass sich in bestimmten Proteinen, damals als ,k-m-e-f“-Proteine (Keratin,
Myosin, Epidermin, Eibrinogen) bezeichnet, o-Helices zu einem coiled coil winden kdnnen,
geht auf Crick und Pauling zuriick (Crick, 1953b; Pauling & Corey, 1953). Sie stellten unab-
hangig voneinander die Vermutung auf, dass bestimmte Abweichungen vom Beugungs-

muster einer gestreckten a-Helix durch ein Supercoiling entstehen kdnnen. Dabei legte Crick
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den mathematischen Grundstein (Crick, 1953a), um die Beugungsbilder zweifach symmetri-
scher Helices als errechnete Beugungsmuster, sog. Fourier-Transformate, herzuleiten. Bei
diesen Berechnungen stellt sich als ein strukturbestimmender Faktor ein Parameter der kon-
stituierenden a-Helix heraus, die Anzahl der Aminosauren (ASen) pro Windung. Dieser Wert
ist eng mit der Geometrie der Wasserstoffbriickenbindungen im Kern der Helix entlang des
Ruckgrates verknipft, welche die treibende Kraft bei der Ausbildung des coils darstellen.
Ausgehend von 3,6 ASen pro Windung der o-Helix kalkuliert Crick einen coiled coil-pitch
(Windungslange des Supercoils aus zwei o-Helices) von 18,6 nm. Mit diesen Parametern,
insbesondere dem Wert von 3,6, konnte schon zu diesem Zeitpunkt postuliert werden, dass
innerhalb der Primarsequenz ein Motiv existieren musse, das im Mittel an jeder 3,5-ten Posi-
tion (ein 7 ASe-Motiv also) eine Wechselwirkung zwischen den Helices ermoglicht. Die mi-
nimale Drehdifferenz von 0,1 ASe wirde somit das Supercoiling verursachen. Der so er-
rechnete coiled coil-pitch scheint jedoch keine feste Grof3e bei der Ausbildung gewundener
a-Helices zu sein, es existieren divergierende Ergebnisse fir ein und dasselbe Objekt wie
z.B. Paramyosin, die sich teils den Vorhersagen Cricks annahern (Elliott et al., 1968) andern-
falls aber einen pitch von ca. 14 nm ableiten (Cohen & Holmes, 1963). Selbst fir den sog.
.Leucin-Zipper“, bei dem fur einen kurzen Abschnitt Atomkoordinaten vorliegen, errechnen
unterschiedliche Autoren entweder einen pitch von 18,1 nm (O'Shea et al., 1991) oder nahe
14 nm (Phillips, 1992; Seo & Cohen, 1993). Am Beispiel des Tropomyosins konnte gezeigt
werden, dass die coiled coil-Geometrie einen hochvariablen Strukturfaktor darstellt (Whitby &
Phillips, 2000). Sehr geringe Anderungen der Anzahl von Aminosauren pro Windung (z.B.
1 %) verursachen dabei grof3e Differenzen (25 %) im coiled coil-pitch (Seo & Cohen, 1993).
Letztlich sind in diesen Parametern die Interaktionsmoglichkeiten von coiled coil-Proteinen
zugrunde gelegt.

Das 7-ASe-Motiv der Primarsequenz konnte indes als fundamentales Motiv der Primarstruk-
tur dieser Proteinklasse bestatigt werden. Die Primérsequenzen von Tropomyosin (Parry,
1975), Fibrinogen (Henschen et al., 1977) und o-Keratin (Parry et al., 1977) weisen ein sol-
ches wiederkehrendes Muster geladener und hydrophober Aminosauren auf, bei denen die
hydrophoben Aminosauren im Abstand von 3 bzw. 4 Resten in Position a und d lokalisiert
sind (Abb. 1-5 A). Durch die nicht-integrale Anzahl von ASen/Windung bilden diese einen
linkshandig helikal gewundenen Saum auf der Oberflache der a-Helix (Abb. 1-5 B). Entlang

dieses hydrophoben Streifen verzahnen sich zwei origindre o-Helices zum coiled coil.
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Abb. 1-5: coiled coils

A: Projizierter Querschnitt durch das 7-ASe-Motiv eines coiled coils: a und d bezeichnen die hydro-
phoben ASen im Kontaktbereich

B: Kalottenmodell eines kurzen Abschnittes eines coils: rot: helikaler Saum hydrophober ASen, blau:
negativ geladene ASen; (Quelle: Protein Structure Database unter www.psc.edu)

Nun stellte man sich die Frage, ob auch die mdglichen Interaktionen von coiled coils anhand
der Primarstruktur vorhersagbar seien. McLachlan und Karn unternehmen mit der Veréffentli-
chung der Sequenz des unc-54-Gens des Nematoden Caenorhabditis elegans, das fir die

Schwere Myosin-Kette kodiert, diesen Versuch (McLachlan & Karn, 1982):

Sie beschreiben, wie im zum coil gefalteten Molekiil alternierende Zonen positiver und ne-
gativer Ladungen auf der Oberflache entstehen. Ladungs-Komplementierung kann also eine
gerichtete Zusammenlagerung benachbarter Molekille bewirken. Dabei erstreckt sich die
wiederholende Einheit, bestehend aus jeweils drei alternierenden positiv bzw. negativ gela-
denen Epitopen, Uber 28 ASen, so dass eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen
zwei parallel versetzten Molekilen prinzipiell bei jedem ungeraden Vielfachen von 14 ASen
maglich ist. Auf der Basis der reinen Primarsequenz demonstrieren McLachlan und Karn,
dass in der Summe besonders starke Wechselwirkungen zwischen den Aminosauren zweier
gestreckter Molekile auftreten, wenn diese um 98 ASen, bzw. 294 ASen gegeneinander
versetzt sind. Ausgehend von einem vertikalen Abstand zweier a-C-Atome in o-helikaler
Konformation von 0,1485 nm (Fraser & MacRae, 1973), errechnen sie die korrespondieren-
den Versetzungsabsténde zu eben jenen 14,5 bzw. 43,5 nm, die in Parakristallen und Fila-
menten vorliegen. Die Analysen der Autoren zeigen darliber hinaus ein 196 ASen umspan-
nendes Motiv negativer Reste; sie lassen die Mdglichkeit offen, dass auch entsprechende 29
nm-Interaktionen im Filament auftreten kdnnten, die Gber Ladungsbriicken zweiwertiger lo-
nen wie Magnesium neutralisierbar waren. Es ist also mdglich, bestimmte Abfolgen in der
Primarsequenz mit den Abstanden von Kopfchenebenen des Filaments zu korrelieren. Dabei
lassen verschiedenen Motive, die aber samtlich Vielfachen von 14,5 nm entsprechen, eine
Vielzahl von mdglichen Wechselwirkungen zu. Letztlich ist die Kenntnis der 3-dimensionalen
Ordnung des LMM im Filamentschaft notwendige Voraussetzung fir eine detaillierte Model-
lierung von Interaktionen. Die rdumliche Anordnung von Molekilen ist bislang noch fur kein

Myosinfilament abschlie3end etabliert.
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Das von McLachlan und Karn beschriebene 196 ASe-Motiv korrespondiert nicht nur mit dem
Abstand sog. ,skip“-Reste (Parry, 1982), die sich nicht in die oben beschriebene regelmafii-
ge Abfolge figen, sondern auch mit dem Abstand der N-Termini zweier LMM-Peptide (195
ASen), die durch Papain-Verdau aus Hihnchen-Myosin erhalten werden (Chowrashi et al.,
1996). Diese im Arbeitskreis Pepe, Philadelphia, gefundenen, je ca. 13 kDa schweren Pepti-
de bilden unabhangig voneinander nahezu kristalline Aggregate und lassen eine Unterteilung
des LMM in funktionelle Einheiten vermuten. Dies fihrte zur Designierung von 195-ASe-
Zonen innerhalb des Stabes, die von den Autoren in fortlaufender Nummerierung vom C-Ter-
minus aufwarts mit MHCn bezeichnet werden (Abb. 1-6 A). Sollten diese Peptide von beson-
derer Signifikanz fur das Aggregationsverhalten des Myosins sein, so kdnnte die ausgeprag-
te Homologie zu den entsprechenden Abschnitten der Drosophila-Sequenz (55,6 % bzw.
59,2 %) eine ubiquitare Bedeutung dieser Regionen fir die Eigenschaften des LMM andeu-
ten. Andererseits konnten Sequenzunterschiede gerade in diesen Bereichen zur artspezifi-
schen Auspragung dicker Filamente beitragen.

Die funktionelle Bedeutung einzelner Sequenzabschnitte des LMM ist bislang nur unvoll-
standig charakterisiert. So konnten beispielsweise noch keine Domanen identifiziert werden,
die mit der spezifischen Struktur dicker Filamente einzelner Tierklassen in Verbindung ge-
bracht werden kdénnen. In Kooperation mit dem Arbeitskreis Pepe sollten auf der Grundlage
der Unterteilung des LMM in 195 ASe lange Einheiten vergleichende Untersuchungen zwi-
schen Vertebraten- und Insekten-LMM angegangen werden.

Parallelexperimente zwischen LMM-Varianten verschiedener Spezies sind praktisch nur Gber
den methodischen Ansatz der heterologen Expression von Protein-Fragmenten mdglich. Er
erlaubt eine Sezierung des zu untersuchenden Objekts in definierte Teilbereiche und damit
eine Funktionsanalyse von Subdomanen wie den MHC-Abschnitten. Fur die Arbeit an In-
sektenmuskeln steht mit Drosophila melanogaster einer der genetisch best charakterisierten
Organismen Uberhaupt zur Verfiigung. Die muskularen Myosin-lsoformen von Drosophila
werden samtlich durch ein einziges Gen kodiert, das jedoch durch alternatives splicing theo-

retisch in der Lage ist, 480 verschiedene Varianten zu kodieren (George et al., 1989).

In Bezug auf die LMM-Domane stehen jedoch lediglich zwei Isoformen zur Auswabhl, die sich
im nicht helikalen C-Terminus unterscheiden (Abb. 1-6 A). In der Embryonalphase der Ent-
wicklung, in der lediglich solide Filamente auftreten, konnten zwei reife mRNA’s als
Transkriptionsprodukte des einzigen Myosingens nachgewiesen werden (Rozek & Davidson,
1983). Beide generieren Proteine, die am C-Terminus einen durch das Exon 19 kodierten
nicht helikalen Abschnitt von 27 Aminosauren aufweisen. Zuséatzliche mRNAs, die durch al-
ternatives splicing einen modifizierten C-Terminus kodieren, treten erst in der Adultphase

auf. Sie generieren durch Verwendung des Exons 18 Isoformen, bei denen dieses Epitop
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durch die Aminosaure Isoleucin ersetzt ist (Bernstein et al., 1986). Im Adult-Stadium erschei-
nen die Filamente im Querschnitt tubuléar (Reedy & Beall, 1993).

Dieser Umstand gab zu der Arbeitshypothese Anlass, dass Myosin-lsoformen, die sich in
ihrer Bindung an Paramyosin unterscheiden, zur muskelspezifischen Auspragung dicker Fi-
lamente beitragen. Zudem weist der durch Exon 19 kodierte Bereich mit der Sequenz:
PRATSVRPQFDGLAFPPRFDLAPENEF die unterlegt dargestellte Konsensus-Sequenz fur Pro-

tein-Kinase C auf (Quelle: Prosite unter www.expasy.ch). An dieser Stelle ware also die

Maoglichkeit einer Regulation von Aggregations- und Interaktionseigenschaften utber eine
Phosphorylierung gegeben. Der Einfluss einer moglichen Phosphorylierung auf die Eigen-
schaften eines Expressionsproduktes lasst sich Uber molekularbiologische Methoden durch
den Austausch des potentiell phosphorylierbaren Restes durch eine negativ geladenen Ami-

nosaure simulieren.

Die heterologe Expression von LMM-Fragmenten ermoéglicht die spezifische Untersuchung
unterschiedlicher Sequenzabschnitte des aggregationsféahigen Teils des Insekten-Myosins:
a) der 195 ASen umspannende MHC-Subdomanen, b) unterschiedlicher C-Termini und
c) phosphorylierbarer Epitope. Daher sollte zunachst ein Expressionssystem etabliert wer-
den, das es erlaubt, eine Anzahl unterschiedlicher Teilstiicke dieses Molekiilteils rekombi-
nant herzustellen. Es sollten mit Hilfe dieses Systems 6 verschiedene Proteine nativer Pri-
marsequenz exprimiert werden, die sich durch alternative Wabhl ihrer N-Termini (MHC3-N
bzw. MHC2-N) bzw. C-Termini (MHC1-C, Exon18-C bzw. Exon19-C) unterscheiden (Abb.
1-6 B). Der MHC1-Abschnitt endet 5 ASen (Sequenz: GASPA) vor dem letzten durch Exon
17 kodierten Rest, so dass sich die C-terminal deletierten Fragmente lediglich durch eine

Differenz von 6 Aminosauren von den Exon 18 einschlieRenden Formen unterscheiden.
Darlber hinaus sollten Mutanten der Exon 19- Formen erzeugt werden, in denen das poten-
tiell phosphorylierbare Serin durch einen Glutamat-Rest ersetzt wurde, um eine mdgliche

sekundére Modifikation zu simulieren (Abb. 1-6 B):
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Abb. 1-6: Fragmente des Insekten-LMM

A:

Lokalisation und Nomenklatur von LMM-Abschnitten. Schematische Darstellung der Exon-
Struktur des fur die LMM-Doméane kodierenden Bereichs von Drosophila (nach: George et al.,
1989). Die hinge-Region wird durch das Exon 15 kodiert. Die Nukleotidnummern des Start-Tripletts
fur die je 195 AS langen Abschnitte MHC 1, 2 und 3 sind angegeben. Alternative C-Termini sind
unproportional dargestellt. Die den von Chowrashi et al. (1996) erhaltenen Peptiden entsprechen-
den Sequenzbereiche sind innerhalb des coiled coils schwarz hervorgehoben.

. Expressionsprodukte. Schematische Darstellung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit expri-

mierten LMM-Fragmente. Sequenzfolge an den Termini: N-Termini: MHC3: VEEEAEG..; MHC2:
AALEEAE..; C-Termini: MHC1: ..RAGSVGR; Exon 18: ..RGASPAI; Exon 19: ..LAPENEF

Im Rahmen dieser Arbeit sollte unter Verwendung dieser Fragmente des Drosophila-Myosins

untersucht werden, ob das Insekten-LMM distinkte Eigenschaften aufweist, die die Struktur

der dicken Filamente von Insektenflugmuskeln mitbestimmen. Im Einzelnen standen dabei

folgende Fragestellungen im Mittelpunkt:

1)

2)

3)

Weist das Insekten-LMM Eigenschaften auf, die es von anderen LMM-Spezies unter-
scheidet? Konnen diese Eigenschaften zur artspezifischen Ausbildung der dicken Fila-

mente beitragen?

Unterscheiden sich die Fragmente hinsichtlich ihrer physiko-chemischen Eigenschaften
wie Ldslichkeit und Strukturparameter?

Welche Aufgaben kommen den unterschiedlichen C-Termini verschiedener Myosin-

Isoformen zu?
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4) Gibt es Domanen innerhalb der LMM-Sequenz von Drosophila, die bevorzugt mit Myosin-
assoziierten Proteinen interagieren? Kann dariber die Rolle dieser akzessorischen Pro-
teine bei der Filamentbildung ndher charakterisiert werden?

5) Kdnnen bestimmte Zielsequenzen besonders innerhalb des C-Terminus bestimmter Iso-

formen phosphoryliert werden und welchen Effekt hat eine etwaige Phosphorylierung?



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Molekularbiologie
Thermocycler
Inkubationsschuttler
Inkubationsschrank
Heizblock

Autoklav

PE9600

Innova 4000

BB16

Thermostat 5320
Varioklav 300-ET-2

Proteinreinigung und -analyse

FPLC-Anlage

Fraktionssammler
Peristaltikpumpe
Ultraschallgeréat
Spektropolarimeter
Bedampfungsanlage
Airbrush-Pistole

Photometer

ELISA-Wascher
ELISA-Reader

Steuergerat GP250 plus
Pumpe P500

Saule MonoQ HR 10/10
Monitor UV-1
Fraktionssammler 100
2110

P3

Sonorex

CD6

BAE 300

Airbrush A

UV-Vis 181

Biochrom 4060

MRW

MR 4000

18

Perkin EImer Inc., Wellesley MA, USA

New Brunswick Scientific Inc., Edison NJ, USA
Heraus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

H + P Labortechnik, Oberschleil3heim

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Bio-Rad, Miinchen

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin
Jobin Yvon, Longjumeau, Frankreich
Balzers GmbH, Bingen-Kempten
Efbe airbrush, Laatzen

Hitachi Corp., Japan

Amersham Biosciences, Freiburg
Dynatech, Denkendorf

Dynatech, Denkendorf
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Elektrophorese

Elektrophoresekammern

Spannungsquellen

Blotkammer

Geltrockner

Zentrifugen

Ultrazentrifugen

Kihlzentrifuge

Tischzentrifugen

Mikroskope

Elektronenmikroskope

Phasenkontrastmikroskop

Dokumentation
UV-Transilluminator
Polaroidkamera
Autoradiographie
Bio-Imaging-System

Laser-Densitometer

Sonstige

Ultramikrotom

Protean Il xi
2050 Midget

S2 BRL

H5 BRL

4000 BRL
ECPS 3000/150
Bio-Rad 500/200
TransBlot SD
543

L-70K

OTD 65
L8-70M

RC 2-B
Labofuge 11l
5415 C

EM 201
EM 401
CM 120
EM9A
Axioskop 50

IL-350 M
MP 4
BioMax-System
Fuji-BAS-1500

Personal Densitometer

Cryocut E

Bio-Rad, Miinchen

LKB, Bromma, Schweden

GIBCO BRL, Gaithersburg MD, USA
GIBCO BRL, Gaithersburg MD, USA
GIBCO BRL, Gaithersburg MD, USA
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Beckman Coulter Inc., Fullerton CA, USA
Sorvall, Du Pont GmbH, Bad Homburg
Beckmann, Miinchen

Sorvall, Du Pont GmbH, Bad Homburg
Heré&us, Osterode

Eppendorf, Hamburg

Philips, Eindhoven, Niederlande
Philips, Eindhoven, Niederlande
Philips, Eindhoven, Niederlande
Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen

Bachofer, Reutlingen

Polaroid, Offenbach

Eastman Kodak Co., Rochester NY, USA
Raytest, Straubenhardt

Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA

Reichert-Jung, Bensheim
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2.1.2 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Merck (Darmstadt), Sigma / Fluka / Riedel-de Haén (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen), Serva (Heidelberg), Roche (Mannheim), ICN (Meckenheim), Bio-Rad (Miinchen).

Alle Loésungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit A. bid. angesetzt.

Spezial-Reagenzien wurden wie folgt bezogen:

Avidin-POD Vector Laboratories Inc., Burlingame CA, USA
Biotin-7-NHS Roche, Mannheim
Didodecyldimethyl-Ammoniumbromid Eastman Kodak Co., Rochester NY, USA
Dilaurylphosphatidylcholin Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster AL, USA
Distearyldimethyl-Ammoniumchlorid Kao Altlas Corp., Tokyo, Japan

Dulbecco’s PBS Sigma, Deisenhofen

Fallertinte Pelikan GmbH, Hannover

Magermilchpulver Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell

Radiochemikalien

[0-*°S]-dATP NEN Life Science Products, Inc., Boston MA, USA
[v-**P]-ATP ICN Biomedicals GmbH, Meckenheim
¥p_ortho-Phosphat Amersham Biosciences, Freiburg

Sequenzier-Chemikalien
Harnstoff Bio-Rad, Miinchen

LongRanger®-Gellésung, GelSlick®-  FMC Bioproducts, Biozym Diagnostik GmbH, Hamburg
Antihaft-Lésung, 10 x TBE

Ziege-anti-Kaninchen-POD Sigma, Deisenhofen

2.1.3 Molekularbiologisches Material

Kits fiir molekularbiologische Arbeiten:

Plasmid-MiniPrep, Plasmid-MidiPrep,

DNA-cleanup, PCR-cleanup Promega Corp., Madison WI, USA
CircumVent™ Sequenzier-Kit New England Biolabs Inc., Beverly MA, USA
Enzyme:
Eco RI, Hind Ill, T7-Ligase Boehringer Mannheim Biochemicals, Roche, Mannheim
Pfu-Polymerase Stratagene, La Jolla CA, USA

alle Ubrigen New England Biolabs Inc., Beverly MA, USA
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Bakterienstamme und Phagen:

BRL-Stamme
RZ 1032, JM 109, VCS-M13

Plasmide:

PET 23a(+)
pUC119
pMal
pTrcHis

Primer:

Sonstiges :

Kultur- und Platten-Zusétze

dNTPs

Novagen, EMD Biosciences Inc., Merck KgaA, Darmstadt

Stratagene, La Jolla CA, USA

Novagen, EMD Biosciences Inc., Merck KgaA, Darmstadt
United States Biochemicals Corp., Cleveland OH, USA
New England Biolabs, Inc., Beverly MA, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

AMITOF Biotech, Brighton MA, USA

Difco, Detroit MI, USA

Amersham Biosciences, Freiburg

2.1.4 Sonstige Materialien

Affinitdtsmatrices
Entsalzungsséaulen
ELISA-Platten
Sterilfilter
Dialyseschlauch
Konzentratoren
Nitrocellulose

Software

Ni-NTA-Agarose

PD 10

F-Form

Zellulose-Ac. 0,45 um
Servapor; 10 kDa
centriplus®, 10 kDa
BA 45

CRISP

Image Tool

TINA

Spectra

2.1.5 Versuchstiere

Qiagen GmbH, Hilden und Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg

Greiner, Nurtingen

Nalgene, Rochester NY, USA

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Amicon Inc., Beverly MA, USA

Schleicher & Schuell, Dassel

Version 2.0 fur Windows

Version 2.0 fir Windows

Version 2.09 fur Windows NT

fir Unix-Workstation

Wildtyp-Fliegen der Arten Drosophila melanogaster, Phormia terrae-novae, Sarcophaga bul-
lata und Musca domestica stammten aus der Zucht des Instituts fiir Allgemeine Zoologie und
Genetik der WWU, Miinster.
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2.2 Klonierung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten definierte Abschnitte des Drosophila-Myosin-Gens in Ex-
pressionsvektoren kloniert werden. Ist die Zielsequenz bekannt und eine diese enthaltene
DNA-Matrize (,template”) vorhanden, so lassen sich ganz gerichtet bestimmte Sequenzen
aus dem Original durch die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) kopieren und amplifizieren.
Im Zuge dieser Reaktion kann das zu amplifizierende Fragment u.a. mit Restriktions-
Schnittstellen an den Enden versehen werden, was eine gerichtete Klonierung des Produk-
tes in Vektoren ermoglicht. Als templates dienten hier die Plasmide pNB40 und CD305, die
uns freundlicherweise von Prof. Sanford Bernstein, University of California San Diego, bzw.

Dr. Rod Brundage, University of Pennsylvania, zur Verfigung gestellt wurden.

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren kénnen in einem Agarosegel entsprechend ihrer Gré3e aufgetrennt werden.

Als Langenmarker werden DNA-Gemische mit bekannten Fragmentgrof3en verwendet.

Die Gellésung wurde angesetzt, indem eine von der zu erwartenden Fragmentgrof3e abhan-
gige Menge Agarose (1-2 % (w/v)) in 1fach TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle ge-
I6st wurde, bevor dieser Losung Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml
Gel zugesetzt wurde. Das Gel wurde im Gelschlitten 15 Minuten lang ausgehértet; ein
Spacer-Kamm formt dabei die Probentaschen. Die DNA-Proben wurden mit 6fach konzent-
riertem Probenauftragspuffer (2 ul/10ul Probe) versetzt, in die Taschen pipettiert und bei
9 V/cm Elektrodenabstand aufgetrennt bis die Wanderungsstrecke der Farbstoffe des Pro-
benauftragspuffers eine ausreichende Separation der Banden signalisierten. Als Grof3en-
marker diente Hind lll-verdaute A-DNA bzw. der "1 kB-Marker". Zur Konzentrationsabschat-
zung von DNA-Proben wurde ein optischer Vergleich der Bandenintensitat mit den Frag-
ment-Banden des A-DNA-Markers angestellt, von dem jeweils exakt 1 pg aufgetragen wurde.
Praparative Gele wurden mit LMP (low melting point)- Agarose angesetzt und mit der Halfte
der Ublichen Spannung gefahren, um zu starke Erwarmung zu vermeiden. Die Ziel-Bande

wurde ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des DNA-cleanup Kits (Promega) isoliert.

Ldsungen:
50fach TAE-Puffer: 2 M Tris-Base
2 M Essigsaure
50 mM EDTA (2:10 aus 0,5 M Stammldsung, pH 8,0)
Ethidiumbromid-Stammldsung: 10 mg/ml Ethidiumbromid
6fach Probenauftragspuffer: 30 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
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2.2.2 PCR

Es sei hier nur kurz das Prinzip der PCR- Reaktion erlautert, um den Hintergrund experimen-
teller Modifikationen zu verdeutlichen: Fir die hier relevanten Applikationen werden in einem
Reaktionsansatz kombiniert: a) das DNA-template b) zwei als Primer bezeichnete Oligo-
Nukleotide, die einen kurzen Abschnitt der gewilnschten Anfangssequenz ("upstream’-
Primer; vorgeschaltet) bzw. der komplementéaren Endsequenz ("downstream"-Primer; nach-
geschaltet) sowie mindestens eine Restriktionsstelle einschliel3lich zusétzlicher Nukleotide
enthalten. Diese dienen nach Hybridisierung mit der Zielsequenz als Andockstelle (,priming®)
fur die c) thermostabile DNA-Polymerase, die entsprechend der Matrize einen neuen Einzel-
strang synthetisiert unter Verwendung der zugegebenen d) dd(didesoxy)Nukleotide. Die en-
zymspezifischen Reaktionsbedingungen werden durch e) konzentrierte Puffer- und ggf. lo-

nenldésungen eingestellt.

Die einzelnen Teilabschnitte der Reaktion finden bei unterschiedlichen Temperaturen statt,
auf die der Ansatz innerhalb kirzester Zeit durch einen Thermocycler eingestellt werden
kann. Das Aufschmelzen der Doppelstréange geschieht bei 90°C, die Hybridisierung der Oli-
gonukleotide ("annealing") erfolgt bei Primer-spezifischen Temperaturen zwischen 40 und
65°C, und die Strangverlangerung (Elongation) durch die Polymerase bei einer fiir das En-
zym charakteristischen Optimaltemperatur (gewdhnlich um 65-72°C). Die beschriebene Ab-
folge von Inkubationstemperaturen wird zyklisch zwischen 20 und 30 mal wiederholt, wobei
zunehmend mehr Doppelstrange der gewiinschten Lange entstehen, da die Primer in zu-

nehmendem Male an neu synthetisierte Einzelstrange hybridisieren.
Entscheidend fir die Qualitat der PCR-Produkte sind eine Reihe von Parametern:

An erster Stelle ist hier die Fehlerrate der verwendeten Polymerase zu nennen, die in be-
trachtlichen Grenzen schwanken kann. Die zur Klonierung in den pET-Vektor (liefert die
letztendlich fiir die vorgestellten Experimente verwendeten Expressionsprodukte) hergestell-
ten PCR-Fragmente wurden samtlich unter Verwendung von Pfu-Polymerase synthetisiert.
Dieses Enzym ist unter den thermostabilen DNA-Polymerasen dasjenige mit der geringsten
Fehlerrate (Cline et al., 1996). Der Hersteller Stratagene gibt einen Wert von 2,6 % mutierter
PCR-Produkte verglichen mit z.B. 16 % fir das Standard-Enzym Tag-Polymerase an. Im
Gegensatz zur Tag-Polymerase wird durch das verwendete Enzym kein zusatzliches Adenin
am 5°-Ende des synthetisierten Einzelstranges angefligt. Diese Eigenschaft ist bei der hier
angewendeten Klonierungsstrategie von besonderem Nutzen (s. Kap. 2.3.4). Ein Nachteil
der hohen Genauigkeit (d.h. "proofreading"-Aktivitdt) dieses Enzyms ist eine verminderte
Ausbeute an PCR-Produkt. Zwar kann man durch eine Erniedrigung der Hybridisie-
rungstemperatur eine Steigerung der Ausbeute erzielen, jedoch geht diese zwangslaufig auf
Kosten der Spezifitdt der Hybridisierung, so dass Fehlprodukte entstehen kénnen. Ein weite-

rer Parameter, der hier von besonderer Bedeutung ist, ist das Primer-template-Verhaltnis.
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Die PCR-Bedingungen wurden unter Bericksichtigung der 0.g. Zusammenhéange stellvertre-

tend anhand eines Fragmentes optimiert, das in besonderem Mafie unspezifische PCR-

Produkte lieferte. Als Startbedingung fir die Hybridisierungs-Temperatur wurden computer-
gestutzte Primer-template-Analysen (software: OLIGO) gewahlt. Tab. 2-1 und Abb. 2-1 zei-

gen beispielhaft ein Experiment zur Optimierung der PCR fir das Fragment 3-19; Eine

Hybridisierungs-Temperatur von 64,5°C hatte sich zuvor als glnstig herausgestellt. Im Ein-

zelnen werden hier die Parameter Primer-Konzentration und Mg**-Konzentration variiert.

Tab. 2-1: Optimierung der PCR-Reaktionsbedingungen fir das Fragment 3-19

Bedingungen: Thermocycler PE 9600; dunnwandige ReaktionsgefaRe; Schmelzen: 90°C,
1 min; annealing: 64,5°C, 1,5 min; Elongation: 72°C, 1,5 min; 25 Zyklen. (Angaben in pl)
A B C D E F G H J K
Puffer # 1 10 10 10 10 10 10 10 10
Puffer #2| 10 10
MgCl; (25 mM) 4 8 4 8
Primer # 1 (2uM) uM)| 10 10 5 5 5 5 5 25 2,5 2,5
Primer#2 (2 pM) 10 10 5 5 5 5 5 25 2,5 2,5
Nukleot.-Mix (je 10 mM)| 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
template (0,02 uM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pfu.-Polym.(5u/ul) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
H.O 66 66 76 76 76 72 68 81 77 73
22kB — — — — ——
05kB —
A B D E F G K

Abb. 2-1: 1,5 % Agarose-Gel der in Tab. 2-1 zusammengefassten Reaktionen;
Auftrag: jeweils 10 ul der PCR-Ansétze A-K aus Tab. 2-1; A = A-Marker

Ldsungen:

Puffer #1 (Fa. Stratagene):
200 mM Tris pH 8,2
100 mM KCI
60 mM (NH,4),SO,
20 mM MgCl,
0,1% (v/v) Triton X-100
100 pg/ml BSA

Puffer # 2 (Fa. Stratagene):
200 mM Tris pH 8,2
100 mM KClI

60 MM (NH,),SO,
15 mM MgCl,
0,1% (v/v) Triton X-100
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Zwar lassen sich die Bedingungen fir ein bestimmtes Produkt im Hinblick auf Ausbeute und
Produktspezifitat optimieren, jedoch kann eine Verunreinigung mit durch Fehl-priming ent-
standenen PCR-Produkten nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Daher wurde das Ziel-
Fragment mittels praparativer Agarose-Gelelektrophorese aus dem Reaktionsgemisch gerei-
nigt, was gleichzeitig eine Entfernung der restlichen Komponenten ermdéglicht. Hierzu wurde
das PCR-cleanup Kit der Fa. Promega verwendet: Der gesamte Ansatz wurde auf ein 1,5 %
Agarose (niedriger Schmelzpunkt von 30°C) - Gel aufgetragen, welches, um eine maoglichst
hohe Trennleistung zu erzielen, bei mdglichst geringer Spannung (50 V) und um das Doppel-
te verlangerter Laufzeit analytischer Gele gefahren wurde. Die durch langwellige UV-
Bestrahlung kurz sichtbar gemachte Bande wurde ausgeschnitten und die DNA nach Erhit-
zen des Gelstlicks uber eine Saulenprozedur (DNA-cleanup-Kit der Fa. Pomega) extrahiert.

Nachfolgend mussten die Restriktionsstellen zum Einbau in den Plasmidvektor geschnitten

werden.

2.2.3 Restriktionsverdau

Samtliche Restriktionsverdaus wurden mit produktspezifischen Pufferkonzentraten und BSA-
Supplementierungen nach Herstellerangaben angesetzt. Hierzu wird zunachst die Konzen-
tration der zu verdauenden DNA gelelektrophoretisch durch Vergleich mit bekannten Kon-
zentrationen der Marker-Banden abgeschatzt, um die bendétigte Mindest-Enzym-Aktivitat zu
bestimmen. Gewdhnlich wurde mit mindestens zweifachem Aktivitatsiiberschuss gearbeitet.
Beim Ansatz des Verdaus ist neben enzymspezifischen Einschrankungen und Besonderhei-
ten (vgl. Datenblatt) zu beachten, dass die Glycerinkonzentration im Reaktionsgemisch

durch Zugabe der Enzymstammldsung 5 % nicht Gberschreitet.

Im Anschluss an den Verdau wurde die DNA unter Verwendung entweder des PCR-cleanup-
oder DNA-cleanup-Kits (Promega) gereinigt und die Konzentration tber Gelelektrophorese
bestimmt. Im Falle der zur Klonierung in den pET-Vektor hergestellten PCR-Produkte musste
lediglich das downstream gelegene Ende des ,inserts* (Einschubfragment) durch BamH |
verdaut werden, da ein Nde I-Verdau einer endstandigen Schnittstelle nicht zuverlassig mog-
lich ist; dieses Enzym benétigt einen Uberhang von mindestens 12 Basenpaaren. Daher
wurde dieses Ende iber eine ,blunt-end“-Ligation (Verbindung stumpfer DNA-Enden) an die
speziell vorbereitete Vektorsequenz (s. Kap. 2.3.4.1) fusioniert. Voraussetzung ist dabei die
erwahnte Verwendung von Pfu-Polymerase, die im Gegensatz zur Tag-Polymerase stumpfe

Enden synthetisiert.

2.2.4 Plasmidpraparation

Glycerin-Stammldsungen Plasmid-tragender Transformanten wurden vor Pr&paration der

Plasmide auf LB-Platten (+ Antibiotikum) durch Ausstrich vereinzelt.
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Die jeweiligen Plasmide, deren Vektor-integriertes Resistenzgen die Selektion auf transfor-
mierte Zellen ermdglicht, wurden in ausreichender Menge aus einer Ubernachtkultur eines
Klons in LB (+ Antibiotikum, in der Regel Ampicillin) gereinigt. Hierzu wurde das Plas-
midprep-Kit der Fa. Promega verwendet. Auch bei dieser Routine wird die DNA Uber eine
Adsorption an eine Saulenmatrix aus dem E.coli-Zelllysat (alkalische Lyse) gewonnen. Das
zur Gewinnung von mehreren pg Plasmid bendtigte Kulturvolumen ist abhéngig von der Na-
tur des Vektors, speziell des vorhandenen Replikationsursprungs; dieser bestimmt die An-
zahl der Kopien des Plasmids pro Zelle. Sogenannte "high copy"-Plasmide tragen z.B. den
Replikationsursprung oriRlI, der integraler Bestandteil von Vektoren wie pUC, pTrc und p340
ist. Der f1-Ursprung dirigiert die Replikation des pET-Vektors, eines "low copy"-Plasmides,

das streng genommen als Phagemid bezeichnet werden muss (vgl. auch Kapitel 2.4).

Losungen:

Glycerin-Stammldsungen von Klonen: Zusatz von 20 % (v/v) Glycerin (autoklaviert) zu einem
(Lagerung: -70°C) Kulturaliquot

LB-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton
pH 7,5 5 g/l Hefeextrakt
(autoklaviert) 10 g/l NaCl

LB-Platten: 1,5 % (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium (vor Autoklavieren)

Antibiotika-Zusatze: sterilfiltrierte Stammlésungen, die den Medien bzw. Agar-Losungen nach Autokla-
vieren 1:1000 zugegeben werden:

Ampicillin-Stamml@sung: 100 mg/ml Endkonzentration: 100 pg/ml
Chloramphenicol-Stammldsung: 34 mg/ml Endkonzentration: 34 pg/ml
Kanamycin-Stammldsung: 70 mg/ml Endkonzentration: 70 pg/ml

2.2.4.1 Vorbereitung des pET-Vektors

Eine Préparation des wie oben beschrieben isolierten pET-Vektors wurde in Einzelschritten
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten. Bei der Klonierung von Fragmen-
ten in die Nde I-Stelle des pET-Vektors stellt sich das Problem, dass dieses Enzym nicht in
der Lage ist, die end- oder fast endstandigen Sequenzen der PCR-Produkte effizient zu
schneiden. Aus diesem Grund wurde in diesem Fall eine blunt-end-Ligation vorgenommen:
Die Erkennungssequenz dieses Enzyms, die gleichzeitig das Initiations-Codon enthalt, lautet
CA/TATG, d.h. nach Restriktion des Vektors ergibt sich ein AT-Uberhang. Dieser kann unter
Verwendung einer modifizierten Polymerase aufgefullt werden. Daher muss dieser Verdau
zuerst durchgefiihrt werden. Die Ursprungssequenz wird durch das PCR-Produkt (TG am 5-
Ende des upstream-Primers) wieder erganzt. Fur die angesprochene Aufflllreaktionen wurde
das sog. Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | verwendet, dem die fir die 5-3"-
Exonuklease-Aktivitat verantwortliche Domane fehlt. Entsprechend den Herstellerangaben

(Fa. NEB: 2 units Klenow/ug DNA bei einer Endkonzentration von 1ug DNA/mI) wurden der
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mit Nde | geschnittene und gereinigte Vektor, Enzym, ddATP und ddTTP und konzentrierte
Pufferldsung zusammengegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die DNA
wiederum Uber DNA-cleanup aus dem Reaktionsgemisch isoliert wurde. Nun erst wurde die
zweite Restriktion mit BamH | durchgefiihrt. Im Anschluss an den zweiten Verdau musste die
Vektor-DNA Uber ein praparatives Agarose-Gel gereinigt werden (s. Kap. 2.3.2), da das zu
entfernende Fragment mit einer Grof3e von 70-80 Basenpaaren an die Reinigungsmatrices
binden kann und dann die Ligation stort. Abschlieend wurde der nun fir die Aufnahme ei-

nes inserts vorbereitete Vektor gelelektrophoretisch quantifiziert.

2.2.5 Ligation

Der eigentliche Klonierungsvorgang, d.h. das Einbringen einer Fremd-DNA in einen Plas-
midvektor geschieht in der Ligationsreaktion, wobei das Enzym Ligase die Bildung der
Phosphodiesterbindung benachbarter 3"-Hydroxy- und 5 -Phosphat-Enden katalysiert. Diese
Reaktion ist dann erleichtert, wenn sich zuvor Uberstehende Enden komplementarer Basen
einer meist palindromischen Restriktionssequenz aneinander lagern kdnnen. In einem Stan-
dard-Ligationsansatz wurden ca. 20 ng Plasmid-DNA mit insert in leichtem molaren Uber-

schuss in einem Reaktionsvolumen von 10 pl kombiniert:

a) DNA wurde zu einem Volumen von 8 pl mit Wasser ergéanzt.

b) Zum initialen Schmelzen von unerwiinschten Anlagerungen und Sekundarstrukturen wurde die
Losung 5 min auf 45°C erhitzt und direkt auf Eis gebracht.

¢) Je 1 pl zehnfach konzentrierter Puffer und Ligase wurden auf Eis zugegeben und die Reaktion fur
mehrere Stunden bis Uber Nacht bei 16°C im Thermoblock inkubiert.

d) Unterschiedliche Volumina des Ansatzes wurden in entsprechende kompetente Wirtsstamme
(JM109 im Falle des pET-Vektors) transformiert.

Im Falle der Klonierung in den pET-Vektor wurde wie oben beschrieben eine einseitige blunt-
end-Ligation vorgenommen, die die Ligationseffizienz entscheidend herabsetzt. Aus diesem
Grund wurde fir diese Reaktionen eine hoch konzentrierte Ligase (5 u/ul) und ein groRerer

molarer Uberschuss an insert-DNA verwendet.

2.2.6 Transformation

Zunachst miussen die entsprechenden E.coli-Wirtsstamme fir die Aufnahme von Plasmid-
DNA vorbereitet, d.h. kompetent gemacht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde durchweg
eine vereinfachte chemische Behandlung der Zellen mit Kalzium vorgenommen:

a) Der jeweilige, in der Regel plasmidlose Stamm wurde auf LB-Platten durch Ausstrich und Uber-

nacht-Inkubation bei 37°C vereinzelt; im Falle der BL-pLys-Stamme wurde zur Selektion auf das
Lysozym-kodierende Plasmid Chloramphenicol als Selektionsmarker im Agar eingesetzt.

b) Eine Einzelkolonie wurde in eine 100 ml LB (CAM)-Kultur im 250 ml-Kolben tberimpft und bis zu
einer ODgg von 0,6 bei 37°C und 200 rpm angezogen.
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c) Die Zellen wurden in eisgekihlten, autoklavierte Zentrifugenbechern bei 3000 x g im gekihlten
Rotor pelletiert, alle nachfolgenden Schritte erfolgten auf Eis bzw. gekuihit

d) Das Pellet wurde zweimal mit je 100 ml eiskalter, steriler Kalzium-L&sung gewaschen (Zentrifuga-
tion nach je 10-minutiger Inkubation auf Eis wie oben).

e) Die Endaufnahme erfolgte in 2 ml eiskalter, steriler Kalzium-Glycerin-Lésung und Aliquots von 50
ul wurden bei —=70°C gelagert.

Ldsungen:

LB(cam) —Platten: s.Kap. 2.3.4

Kalzium-Ldsung: 100 mM CacCl, (sterilfiltriert)

Kalzium-Glycerin-Lésung: 100 mM CacCl,
(sterilfiltriert) 20 % (v/v) Glycerin

Die eigentliche Transformation erfolgt entweder mit einer Plasmid-Preparation (ca. 20 ng

DNA) oder Aliquots eines Ligationsansatzes:

a) Kompetente Zellen wurden auf Eis getaut, mdglichst konzentrierte DNA in maximal 5 pl vorsichtig
untergemischt und der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert.

b) Die Zellen wurden fiir 45 sec bei 42°C im Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und fir 2 min
zurtick auf Eis transferiert.

c) 500 pl LB wurden zugegeben, die Zellen fiir 45 min bei 37°C regeneriert.

d) Unterschiedliche Volumina wurden auf LBam,-Platten (s. Kap. 2.3.4) ausgestrichen.

2.2.7 ,Screening”

Typischerweise 10 Kolonien wurden auf Anwesenheit des korrekten inserts durch Restrikti-
onsanalyse ,gescreent* (abgesucht). Die Plasmide wurden aus 5 ml einer Ubernacht-Kultur
(LBamp) Uber Promega-Miniprep isoliert. 100-200 ng DNA werden entweder sequenziell (Iso-
lierung des linearisierten Plasmids nach dem ersten Verdau) oder in einem Doppelverdau mit
den zur Klonierung benutzten Restriktionsenzymen verdaut, um die Wiederherstellung der
Schnittstellen zu Uberprifen, was insbesondere bei blunt-end-Ligationen einen kritischen
Faktor darstellt. Der gesamte Reaktionsansatz wurde gelelektrophoretisch analysiert. Bei der
Klonierung der LMM-Fragmente in den pET-Vektor bietet sich zudem ein analytischer Ver-
dau mit dem Enzym Hind IIl an, das ein 474 bp grofR3es Fragment zwischen der "multiple clo-
ning site" (Abfolge einer Reihe von Restriktionsstellen zur Einklonierung) des Vektors und
der LMM-Sequenz freisetzt.

2.2.8 Expressionssysteme

Es wurden eine Reihe von Vektor-Systemen eingesetzt, um die gewinschten LMM-
Fragmente in E.coli zur Expression zu bringen. Da im Rahmen dieser Arbeit strukturelle Un-
tersuchungen im Vordergrund standen, wurde bei der Auswahl der Vektoren besonderer
Wert gelegt auf deren Fahigkeit, die Molekiile méglichst in ihrer unveranderten Originalse-

guenz zu exprimieren. Die wenigsten kommerziell erwerblichen Plasmide bieten diese Mdg-
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lichkeit, da eines der vordringlichsten Ziele eines solchen Systems die effiziente und im brei-
ten Spektrum einsetzbare Maoglichkeit zur Reinigung der Proteine aus dem E.coli-Zelllysat
ist. Vektorbedingte mehr oder weniger lange Sequenzanh&ngsel durch das unvermeidbare
Initiations-Codon, Sequenzen aus der multiplen Klonierungs-Stelle und diverse sog. "tags"
(Erkennungsanhénge), die vorwiegend der o.e. Affinitatsreinigung dienen, sind die Folge. Die
exprimierten Hybride werden als Fusionsproteine bezeichnet.

Derartige Fremdsequenzen gilt es insbesondere bei der Arbeit mit Proteinen, deren Eigen-
schaften bei der Bildung supramolekularer Strukturen untersucht werden soll, weitestgehend
zu vermeiden. Gewohnlich wird dieses Problem durch die Einfihrung einer Erkennungsse-
quenz fiir hochspezifische Endopeptidasen geldst, die eine Abspaltung der Uberhangse-
guenzen ermdglichen. Gangige Enzyme, die hierbei zum Einsatz kommen, sind Enterokina-
se, der Blutgerinnungsfaktor Xa oder Kollagenase. Auch bei diese Verfahren kbnnen zusatz-
liche Aminosauren am Produkt verbleiben (Kollagenase). Ein Endprodukt génzlich ohne zu-
satzliche Aminosauren (s. Tab. 2-2) kann dann erhalten werden, wenn unter Verwendung
einer Protease, die am C-terminalen Ende ihrer Erkennungssequenz spaltet (Enterokinase,
Faktor Xa), die entsprechenden DNA-Kodierung in den upstream-Primer integriert wird. Dies
wurde im Falle der Vektoren pMal (NEB) und pTrcHis (Invitrogen) versucht. Bei proteolyti-
scher Aufarbeitung des Expressionsproduktes stellt sich jedoch das Problem interner Spalt-
stellen, da keine der verfigbaren "Restriktionsproteasen” eine ausschliel3liche Spezifitat fur
eine Einzelsequenz aufweist (McDonald, 1985; Perona & Craik, 1995).

Gerade aufgrund dieses Faktors stellten sich die meisten der hier verwendeten Vektoren zur
Expression von Fragmenten des LMM von Insekten-Myosin als unbrauchbar heraus, was
eine Klonierung in unterschiedliche Systeme nétig machte. Es wurden folgende Plasmide zur

Klonierung eingesetzt:

Tab. 2-2: Charakteristika verwendeter Expressionsvektoren

Vektor Affinitats-tag Protease Klonierungsstellen Uberhang-ASen
p340 B-Gal Kollagenase BamHI/Nco | 7

pMal MBP Xa/lEK Xmnl/BamHI 2/0

pTrcHis (His)g EK/ Xa BamHI/Kpnl 8/0

pET (His)e - Ndel/BamHI 7

Alle vorgestellten Translationsprodukte wurden so konstruiert, dass sich die Uberhang-
sequenzen am N-Terminus des Proteins befinden, wahrend der C-Terminus unverandert
bleibt. Auch diese Eigenschaft wurde speziell im Hinblick auf die hier zu exprimierenden Po-
lypeptide gewahlt, da u.a. eventuelle modifizierende Einfliisse C-terminaler Sequenzen un-
tersucht werden sollten. Zudem ist bekannt, dass Doméanen in diesem Bereich des LMM des-

sen Eigenschaften mit determinieren.
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2.3 Mutagenese

Die hier angewendete Methode der Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese erlaubt es, einen
bestimmten Abschnitt einer Originalsequenz gezielt zu verandern, d.h. Additionen, Deletio-
nen oder Substitutionen vorzunehmen. Dies wird erreicht durch Einbringen der gewlnschten
Sequenzanderung in ein Oligonukleotid, das man dann in eine biologisch aktive Plasmid-
DNA umwandelt, indem es als Primer in einer in vitro-Synthese an einem ringférmigen DNA-

Einzelstrang des Originals (ssDNA) fungiert.

Eine Mdglichkeit, den nicht mutierten Originalstrang des doppelstrangigen Produkts der Syn-
these in den transformierten Bakterien zu diskriminieren, besteht darin, zuvor in den Einzel-
strang gréRere Mengen Uracil einzubauen. Hierzu sind spezielle Stamme und Anzuchtbe-
dingungen notig, da Wildtyp-E.coli Uracil-haltige DNA effektiv degradiert. Dies fuhrt nach der
abschliel3enden Transformation des Synthese-Ansatzes zur weitgehenden Eliminierung der

Originalsequenz (Kunkel et al., 1987).

Die Herstellung von Einzelstrang-DNA (Vieira & Messing, 1987) der Originalsequenz ist an
den Einsatz von Bakteriophagen gebunden. Daher muss das zu mutierende Fragment in
einen Bakteriophagen-Vektor (z.B. M13) oder ein Phagemid (z.B. pUC119) umkloniert wer-

den.

Eine typische Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese beinhaltet folgende Schritte:

1. Klonierung des DNA-Fragmentes in einen Bakteriophagen-Vektor oder ein Phagemid,
2. Synthese Uracil-haltiger DNA in einem Uracil-tolerierenden E.coli-Stamm,

3. Praparation von Einzelstrang-DNA mit Hilfe eines Helfer-Phagen,

4. in-vitro-Synthese des Doppelstrangs unter Verwendung von Mutations-Primern,

5. Transformation dieses Ansatzes in einen Uracil-diskriminierenden E.coli —Stamm,

6. Screening der Plamide nach der gewiinschten Mutation; hierbei ist es von groBem Vorteil, wenn die
Mdglichkeit besteht, in den mutagenen Primer eine sog. stille Mutation einzubauen, mit der man
eine neue Restriktionsstelle kreiert oder solche verandert, ohne dass die resultierende Peptidse-
quenz betroffen ist.

7. Sequenzierung.
Die experimentellen Details der einzelnen hier durchgefiihrten Mutationen werden im Fol-

genden ndher beschrieben:

2.3.1 Mutation von seltenen Arginin-Codons

In einem ersten Mutationsschritt wurde das zur PCR eingesetzte Original-template dahinge-
hend mutiert, dass bestimmte Arginin-Codons, fur die in E.coli vergleichsweise wenig tRNA"s
gebildet werden, durch "Hochfrequenz"-Codons ersetzt wurden. Dieser Schritt wurde nétig,
nachdem festgestellt worden war, dass insbesondere ein Cluster von zwei in E.coli seltenen
Arginin-Codons die hocheffiziente Uberexpression mit dem pET-System unmdglich machte:

Die unter Verwendung der Originalsequenz zur Expression gebrachten Proteine zeigten cha-
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rakteristische Inhomogenitét, es wurde eine Reihe von Fehlprodukten translatiert. Dabei lie-
Ren sich die in der Literatur beschriebenen Effekte einer Anhaufung von seltenen Codons an

den Produkten nachvollziehen.

Es wurde daher versucht, dieses Cluster (Nukleotid-# 19599-19604 der Sequenz nach
George et al., 1989) sowie zwei seltene Codons am C-Terminus (Nukleotid-# 21141-43 und
21174-76) zu in E.coli haufig vorkommenden Sequenzen zu mutieren. Bei letzteren Mutatio-
nen handelt es sich eher um eine VorsichtsmalRnahme, da die Codons sich nicht in unmittel-
barer Nachbarschaft befinden. Jedoch waren eine Fehlexpression oder etwaige Schwierig-
keiten sehr schwer nachzuvollziehen, da die Fehlprodukte im SDS-Gel kaum voneinander zu
unterscheiden wéren. Zudem erleichtert die Anwesenheit eines zweiten Primers die in vitro
Translation derart, dass z.T. die Addition von zusatzlichen Oligonukleotiden empfohlen wird.

Tab. 2-3: Mutation seltener Codons (kursiv: seltene Arginin-Codons; unterstrichen: mutierende Ba-
sen; fett: zum Restriktions-Screening verwendete Endsequenzen)

A: Mutation der AGG-Doublette in Exon 17; Screening-Enzym: Nae |; Zielsequenz: GCCGGC
(Primer: 2Argmut)

Original-Sequenz: 5 GGATGGTGAGCAG AGGAGG CACGCCGATGCCC 3
Primer: 3° CCTACCACTCGTC GCGGCC GTGCCCGTACGGG 5
End-Sequenz: 5 GGATGGTGAGCAG CGCCGG CACGCCGATGCCC 3

B: Mutation seltener Kodons in Exon 19; Screening-Enzym: Eae I; Zielsequenz: Py GGCC Pu
(Py: Pyrimidin-Base, Pu: Purin-Base; Primer: “19Argmut”)

Orig.Sequenz: 5 TCCGTT AGG CCACAATTCGACGGATTGGCCTTCCCACCA AGA TTCGAC 3
Primer: 3" AGGCAA GCC GGTGTTAAGCTGCCTAACCGGAAGGGTGGT GCT AAGCTG 5
Endsequenz; 5 TCCGTT CGG CCACAATTCGACGGATTGGCCTTCCCACCA CGA TTCGAC 3

2.3.1.1 Umklonierung
Ein 2 kB (1970 bp) Bgl 1l / Eco RI-Fragment aus dem Klon CD 305 (Dr. R. Brundage, Univ. of

Pennsylvania), das die gesamte fir die hier untersuchten LMM Fragmente kodierende Regi-
on einschliel3lich des Exon 19 enthdlt, wurde in das Phagemid pUC 119 umkloniert. Ein Vor-
screening positiver Kolonien ist hier Uber die sog. o-Komplementierung mdglich: pUC-
Vektoren kodieren fur ein Fragment von B-Galaktosidase, das eine defekte Form des En-
zyms im ansonsten defizienten Wirtsstamm (lokalisiert auf dem F -Episom) ergéanzt. Das
Einbringen eines inserts zerstort das offene Leseraster flr das Fragment, so dass positive
Kolonien keine Enzymaktivitdt aufweisen (kein Umsatz des Substrats X-Gal) auf entspre-
chend préaparierten Platten fuhrt zu farblosen Kolonien). Die Umklonierung wurde wie folgt

vorgenommen:

a) jeweils 10facher Uberverdau einer CD 305-Plasmidpraparation aus 10 ml Ubernacht-Kultur mit
Bgl Il und EcoR I; Einzelverdau mit zwischengeschalteter DNA-Reinigung;

b) Gewinnung des 2 kB-Fragments durch praparative Gelelektrophorese;
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d)
e)
f)
9)

h)

jeweils 10facher Uberverdau von 3 pg pUC 119 mit BamHI und EcoR | im Einzelverdau mit zwi-
schengeschalteter Isolierung der linearisierten DNA; die kohasiven Enden eines BamH I- Verdaus
sind mit denen von Bgl Il kompatibel,

praparatives Gel zur Extraktion des modifizierten linearen Phagemids;
Quantifizierung der beiden Komponenten mittels Gelelektrophorese;
Ligationsansatz mit insert-Plasmid-Verhaltnissen von 2:1 und 7:1; 2 h bei 16°C (s. Kap. 2.3.5);

Transformation unterschiedlicher Mengen dieser Ligation in kompetente JM109-Zellen, die zur o-
Komplementierung fahig sind;

Plattieren eines Aliquots des Transformationsansatzes auf LBamp, x-ca, irre-Platten;

Restriktionsanalyse einiger positiver (= nicht-blauer; keine a-Komplementierung) Kolonien mit
Eco RI (Einzelschnitt), Hind 11l (Doppelschnitt: auRerhalb und innerhalb des inserts), Aat Il (wie
Hind 111). Positive Klone werden als pUCLMM#n bezeichnet.

Ldsungen:
LBamp, x-cal, irTc-Platten: 40 pl X-Gal-Stammlésung und

4 pl IPTG-Stammldsung gespreitet auf
LBamp-Platten (s. Kap.: 2.3.4)

X-Gal-Stammlésung: 20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid
IPTG-Stammldsung: 200 mg/ml IPTG (sterilfiltriert)

2.3.1.2 Gewinnung Uracil-haltiger DNA

a) Der Kunkel-Stamm RZ 1032 wurde unter selektiven Bedingungen zum Screening auf das F’-
Episom auf M9-Platten vereinzelt und wie in Kap. 2.3.6 beschrieben in LB-Medium angezogen
und kompetent gemacht.

b) Transformation des Vectors pUCLMM#1 in RZ-Zellen, plattieren auf LBamp, uridin-Platten;

c) Anzucht einer 5ml Ubernachtkultur in LB amp,urigin: Plasmidpraparation;

d) Kontrolle des Uracil-Gehaltes der praparierten Plasmide durch Transformtion in a) den Kunkel-
Stamm RZ 1032 und b) den Wild-Typ-Stamm JM 109 und Plattieren auf LBam,-Platten; die Kom-
petenz der jeweiligen Charge wurde durch Transformation eines Vergleichsplasmids normiert.

e) Wiederholung des Schrittes b) mit dem nun schon Uracil-haltigen Plasmid.

Ldsungen:

M9-Salzkonzentrat (5fach): 239 mM NaHPO,

(autoklaviert) 110 mM KH,PO,
4,3 mM NaCl
9,4 mM NH,CI
M9-Platten: 1,5 % (w/v) Agarose (autoklaviert) mit 1fach M9-Salzen
0,4 % (w/v) Glucose
Glucose-Stammldsung: 20 % (w/v) Glucose (sterilfiltriert)
Uridin-Stamldsung: 0,25 mg/ml Uridin (sterilfiltriert): Einsatz 1:1000 in LB-

Medium oder —Platten (nach Autoklavieren)

2.3.1.3 Praparation von ssDNA (nach Sambrook et al., 1989)

a)

2-3 ml 2xYTyrgin-Medium wurden mit einer der wie oben beschrieben frisch angezogenen, Uracil-
Phagemid enthaltenden RZ-Kolonien angeimpft (mehrere Parallelansatze). Ein Aliquot der Kolonie
wurde auf M9-Platten ausgestrichen, um sie auf die Anwesenheit des F-Episoms zu testen.
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b) Der mit einem Kanamycin-Resistenzgen ausgestattete Helferphage VCS M13 wird zu einer End-
konzentration von 2,5 * 10 pfu/ml zugegeben.

¢) Unter kraftigem Schutteln (300 rpm/min) wurde die Kultur 1,5 h bei 37°C inkubiert.

d) Die Kultur wurde nun mit Kanamycin zu einer Endkonzentration von 70 pg/ml versetzt, um nicht
infizierte Bakterien abzutéten, und Gber Nacht weiter geschuttelt.

e) Die Ansétze, deren Ausstrich auf M9-Platten positiv waren, wurden zur Isolierung der ss-DNA
behandelt:

f) 1,5 ml der Kultur wurden 5 min bei 12000 g zentrifugiert,

g) 1,2 ml des Uberstandes wurden mit 200 pl PEG/NaCI- Lsg. versetzt, 25 min bei Raumtemperatur
inkubiert und erneut 5 min bei 12000 g abzentrifugiert.

h) Der Uberstand wurde mdglichst quantitativ entfernt und
i) das Pellet in 100 pl TE resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

j) Eswurde zur Extraktion der Proteinkomponenten 50 pl Phenol zugegeben und mehrmals a) fiur 30
sec gevortext und b) 1 min ruhen gelassen.

k) Die Emulsion wurde 1 min bei 12000 x g zentrifugiert und

I) aus 90 pl der wassrigen Phase wurde durch Ethanol-Fallung (Sambrook et al., 1989) die Einzel-
strang-DNA prazipitiert; Endaufnahme in 25 pl TE.

m) 2 pl der Praparation wurden in SDS-Auftragspuffer auf einem 1 %-Agarose-Gel analysiert und die
Konzentration durch Vergleich mit dem A-Marker ndherungsweise abgeschatzt.

Losungen:
2XYT yrigin-Medium: 169/l Bacto-Trypton
pH 7,0 10 g/l Hefe-Extrakt
5 g/l NaCl
0,25 pg/ml Uridin
PEG/NaCl-Lésung: 20 % (w/v) Polyethylenglycol (8000)
2,5 M NaCl
Phenol: Tris-gepuffert pH 8,0
TE-Puffer: 10 mM Tris
pH 8,0 0,5 mM EDTA
6fach SDS-Auftragspuffer: 30 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
6 % (w/v) SDS

2.3.1.4 invitro-Synthese des Komplementarstranges

Die Polymerase/Ligase-Reaktion zur Synthese des mutierten Komplementéarstranges bend-
tigt folgende Komponenten: 1. ss-DNA-template, 2. einen oder mehrere mutagene Primer,
die zuvor am 5°-Ende durch eine Polynukleotid-Kinase phosphoryliert wurden, 3. eine zuver-
lassige Polymerase mit proofreading-Aktivitat, die keine 5°-3"-Exonuklease-Aktivitat aufweist,
4. Ligase, 5. ATP, 6. dNTP"s und 7. Puffer.

A) Phosphorylierung der mutagenen Primer

Die Primer werden zunachst ohne weitere Vorbehandlung wie vom Hersteller geliefert (Qua-

litat: salzfrei) nach entsprechender Verdiinnung mit T4 Polynukleotid-Kinase phosphoryliert.
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Da die beiden mutagenen Primer (2Argmut, 19Argmut) in einem Kombinationsansatz ver-

wendet werden sollten, wurde bereits die Phosphorylierung in einer Reaktion durchgefihrt:

Primer 2Argmut [20 uM] 8 ul (= 160 pmol)
Primer 19Argmut [20 pM] 8 ul (= 160 pmol)
ATP [10 mM, pH 7,5] 2ul

Kinase-Puffer (10fach) 2 ul
T4-Polynukleotidkinase 05u (=5U)

Die Reaktion wurde 1 h bei 37°C inkubiert und durch 10-minttiges Aufheizen auf 70°C und
damit verbundener Denaturierung der Proteine gestoppt. Der Ansatz wurde ohne weitere

Aufarbeitung in der unten beschriebenen Mutationsreaktion eingesetzt.

B) Annealing der Primer an das ssDNA-template

In Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook et al., 1989) werden verwendet: 1 ug
ssDNA-template (entspricht ca. 0,5 pmol des hier zu mutierenden Einzelstrangs von 5200
Basen) und ein Primer:template-Verhaltnis von 20:1. Die Schmelztemperatur der hier einge-
setzten mutagenen Primer betragt laut Analyse durch die OLIGO-Software mehr als 100°C,
was vor allem durch deren Lange bedingt ist. Jedoch wurde diese Analyse zum Anlass ge-
nommen, die empfohlene Initialtemperatur zum Schmelzen von 70°C auf 97°C anzuheben.

Der Ansatz wurde wie folgt pipettiert:

ss pUCLMM#1 3l (ca. 1ug; 0,5 pmol)
phosphorylierte Primer (s.0.) 1,3 ul (jew. 10 pmol)
20fach SSC 0,5l
H,O 15,2 pl
Ldsung:
20fach SSC: 175,3 g/l NaCl

pH 7,0; autoklaviert 88,2 g/l Natriumcitrat

In einem vorgeheizten Heizblock wurde das Gemisch 8 min lang auf 97°C erhitzt, bevor der
Block langsam bei Raumtemperatur abgekiihlt wurde. Uber einen Zeitraum von ca. 90 min
kihlten die Ansatze auf etwa 30°C ab und wurden auf Eis gebracht. Nach kurzem Anschleu-

dern in der Tischzentrifuge wurden nun in dieser Reihenfolge zupipettiert:

H,O 43 ul
ATP [10 mM, pH 7,5] 10 pl
dNTP’s [jew. 5 mM] 10
T4 Polymerase-Puffer 10 ul
BSA [1 mg/ml] 5 ul
Ligase 2 u (=100

T4 Polymerase 1y (=3U)
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Der Ansatz wurde nach zlgiger Durchmischung 5 min weiter auf Eis gehalten, dann fir
25 min nach Raumtemperatur transferiert und schlie3lich 1 h bei 37°C inkubiert, bevor die
Reaktion durch Zugabe von EDTA (0,5 M; pH 8,0)-L6sung zu einer Endkonzentration von
15 mM terminiert wurde. Eine Erhéhung der Inkubationsdauer resultierte in einer unterpro-
portionalen Zunahme der Anzahl der aus der abschlieRenden Transformation hervorgehen-
den Kolonien (Verdopplung der Reaktionszeit: Faktor 1,3-1,4). Unterschiedliche Mengen der

Synthese-Reaktion werden in JIM109-Zellen transformiert.

2.3.1.5 Screening

Plasmid-Praparationen der resultierenden Klone wurden mit Hilfe der neu entstandenen Re-
striktionsstellen fir Nae | (2Argmut) und Eae | (19Argmut) auf die Anwesenheit der Mutatio-
nen gescreent: Korrektes priming des 2Argmut-Oligonukleotids fuhrt dabei zu einer 757 bp-
Bande (pUC selbst besitzt eine Erkennungsstelle fur dieses Enzym). Ein 130 bp-Fragment
des pUCLMM-Vektors (mit multiplen Stellen fiir Eae 1) wird bei erfolgtem Einbau der durch
19Argmut kodierten Sequenz in zwei 52 bzw. 78 bp groRe Bruchstiicke gespalten. Als Ne-
gativ-Kontrolle diente jeweils das Plasmid pUCLMM#1.

Weitere analytische Restriktionen mit Hind IIl, Aat 1l und EcoR | sicherten die Integritat des
nun mutierten templates. Ein nach allen Verdaus positiver Klon wurde als pUC LMM 4A #12

bezeichnet.

2.3.1.6 Sequenzieren

Das in der Folge als template fir die PCR Amplifikationen verwendete Plasmid wird wie im

Kapitel 2.5 beschrieben sequenziert.

2.3.2 Serin-Glutamat-Austausch im durch Exon 19 kodierten Abschnitt

Um eine etwaige Funktion des nach Sequenzvergleich als potentielles PKC-Substrat einzu-
stufenden Ser 2389-Restes (SWISS-PROT: P05661) als Phosphorylierungsstelle im Exon
19-kodierten C-terminalen Abschnitt untersuchen zu kénnen, wurde ein Serin-Glutamat-
Austausch vorgenommen. Daflr standen zwei mdgliche Strategien zur Auswahl: a) das
schon in das Phagemid umklonierte und mutierte Fragment weiter als Matrize fur die in vitro-
Mutation zu verwenden und den resultierenden Vektor fur eine erneute PCR einzusetzen
oder b) die Eigenschaft des pET-Vektors als Phagemid (f1-origin) zu nutzen und die schon
klonierten Fragmente im Expressionsvektor direkt zu mutieren. Zwar waren die Bedingungen
fur die erste Alternative schon ausgetestet und optimiert, jedoch hatte diese Vorgehensweise
eine zusatzliche PCR-Reaktion involviert, was als Fehlerquelle ausgeschlossen werden

musste.
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Es wurden also die pET-Klone 319 #2 und 219 # 3 direkt mutiert (unterstrichen: mutierende

Basen; fett: zum Restriktions-Screening verwendete Sequenz; Primer: 19GIluA):

Original-Sequenz: 5 CCCCGTGCGACG TCC GTTAGGCCACAA ¥
Primer (19GIuA): 3" GGGGCACGCTGC CTC CAATCCGGTGTT &
End-Sequenz: 5 CCCCGTGCGACG GAG GTTAGGCCACAA &

Eine in der nicht mutierten Originalsequenz vorhandene Schnittstelle fir das Enzym Aat II:
GAC/GTC wird durch diesen Primer zerstort, was man sich in der Folge fir das screening

der Klone zu Nutze machen kann.

Prinzipiell wurde in diesen Ansétzen wie fir die Arginin-Mutationen beschrieben vorgegan-
gen. Bedingt durch die Natur des Replikationsursprungs des pET-Vektors bzw. der inserts ist
die Ausbeute an Einzelstrang-DNS in diesem Fall geringer. Um ssDNA-template in ausrei-
chender Menge zu erhalten, wurde im Falle von pET 219 #3 die doppelte Menge einer bis
dahin wie in Kap. 2.4.1.3 angezogenen Minikultur aufgearbeitet.

Um das Risiko eines Fehl-primings, das aufgrund der hier angewendeten Screening-
Strategie nicht direkt durch Restriktionsanalyse detektierbar ware, mdglichst gering zu hal-
ten, wurde fur diese Reaktionen ein Primer:template-Verhéltnis von 3:1 gewahlt. Alle Gbrigen

Bedingungen entsprechen den im Kapitel Arginin-Mutationen ausgefuhrten.

2.4 Sequenzierung

Klone, die durch Restriktionsanalyse als positiv flr das entsprechende insert korrekter Grol3e
identifiziert worden waren, wurden Uber die Thermocycler-Variante der Didesoxy-Methode
(Sanger et al.,, 1977) sequenziert. Das hier verwendete Verfahren, das mit dem Circum-
Vent™.-Kit der Firma NEB durchgefiihrt wurde, bietet eine Reihe von Vorteilen gegeniiber der
klassischen Sequenzierung bei Raumtemperatur. Separate Schritte zur Denaturierung dop-
pelstrangiger DNA und zum Primer-annealing werden eliminiert und stérende DNA-
Sekundarstrukturen spielen keine Rolle mehr, da wie in der PCR bei hohen Temperaturen
mit hitzestabilen Polymerasen gearbeitet werden kann. Daruber hinaus bietet es naturgemafn
die Moglichkeit, bei geringer Menge an template-DNA eine grof3e Anzahl von Reaktionen
simultan durchzufihren.

In Vorbereitung auf die eigentlichen Sequenzier-Reaktionen wurden die einzelnen Primer in
separaten PCR-Reaktionen mit einem als sehr spezifisch bekannten Partner auf ihre Rate an
Fehl-priming getestet. Dies ist insbesondere bei den potentiell repetitiven Sequenzen des
LMM-Codes angezeigt, da vor der sehr aufwendigen und hier mit der Verwendung von Ra-
dioaktivitat verbundenen Sequenzierung die jeweilige Spezifitdt Uber die Software-Analyse

hinaus visualisiert und optimiert werden kann.
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2.4.1 Thermocycler-Reaktion

Die radioaktive Markierung der Produkte erfolgte wahrend der Reaktion durch die Inkorpora-
tion von a->°>S-dATP in die synthetisierten Einzelstrange. Die unten beschriebenen Bedin-
gungen fur die Cycler-Parameter wurden in Bezug auf die Anzahl der Zyklen und die annea-
ling-Temperatur anhand des Primers sp2, der die grofite Rate an unspezifischem priming
aufwies, optimiert und in der Folge fur samtliche Reaktionen verwendet. Dieser Primer wurde
im Gegensatz zu den ubrigen in einer Endkonzentration von 0,15 pmol/ddNTP-Ansatz ein-
gesetzt (s.Tab.2-4). Ansonsten wurden die vom Hersteller empfohlenen Konzentrationen an

template und Primer umgesetzt.

Tab. 2-4: Sequenzier-Primer

Primer Orientierung Sequenz 5'-3° pmol/Ansatz
T7 sense CACAACGGTTTCCCTCT 0,3
spl sense CAGAAGGCCTTCGACAA 0,3
2N sense GCTGCCCTCGAGGAGGC 0,3
sp2 sense GCTAACGCCGAGGCCCA 0,15
1IN sense CTGCACTCCGACCTGGA 0,3
T7A antisense TATTGCTCAGCGGTGGC 0,3

Um groBtmogliche Reinheit des zur Sequenzierung verwendeten templates zu erzielen wur-
de dieses in zwei Schritten prapariert. Dies ist insbesondere im Fall der pET-Vektoren ange-
raten, da diese sog. "low copy"-Plasmide darstellen, d.h. bei Aufarbeitung &hnlicher Mengen
an Ausgangskultur ist die Ausbeute vergleichsweise gering, bzw. bei Praparation aus grof3e-
ren Mengen Ausgangsmaterial sind die Verunreinigungen grofRer. Das template wurde somit
aus einer 70 ml-Kultur (JM109) tber Promega-Midiprep in einem Endvolumen von 300 pl
H,O prapariert, mit 30 ul eines beliebigen 10x-Enzympuffers versetzt und abschlieRend noch
einmal Uber DNA-cleanup (Promega) zusatzlich gereinigt und auf ein End-Elutionsvolumen
von 50 pl konzentriert. Die Konzentration wurde gelelektrophoretisch anhand des Hind IlI-
Fragmentes zwischen bp 19550 der Sequenz nach George et al. (1989) und der multiple
cloning site des jeweiligen Vektors im Vergleich zu A-DNA bestimmt.

Doppelstrangiges template wurde gemaf Kit-Handbuch in einer Endkonzentration von ca.
0,025 pmol je Nukleotid-Mix eingesetzt, beispielsweise im Fall der pET-Vektoren mit einer
durchschnittlichen Gré3e von 4 kB zu 60 ng/ddNTP-Reaktion.

Die Reaktionen wurden essentiell entsprechend der Firmen-Instruktionen in individuellen
Ansatzen von 6,2 pl pipettiert und die Cycler-Reaktion mit folgenden Parametern durchge-
fhrt: 25 Zyklen &: 1 min 95°C, 1 min 66°C, 1 min 72°C; Endkihlung bei 4°C.

Die Reaktionen wurden mit 4 ul Stoplésung versetzt und bis zum Lauf bei —20°C aufbewahrt.
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2.4.2 Sequenzier-Gele

Die 0,4 mm dicken, 35 x 43 cm- Sequenziergele wurden auf einer BRL- Anlage mit zugeho-
rigem Equipment gefahren. Als Besonderheit sei die Verwendung der Antihaftbeschichtung
GelSlick® (Fa. BMA), einer ungiftigen Alternative zur herkdmmlichen Silanisierung, auf der
sorgfaltig mit Ethanol und Aceton gereinigten Frontglasplatte erwéhnt. Die Polacrylamid-Gele
wurden unter Verwendung der LongRanger®-Gelldsung (50 % Acrylamid) hergestellt, die es
nach Angaben des Herstellers (Fa. BMA) durch ein modifiziertes Acrylamid-Monomer und
einen neuartigen Quervernetzer (optimierte Retention) erlaubt, bis zu 30 % mehr Sequenzin-
formationen bei gleichen Laufbedingungen zu erhalten. Die uber 0,45 pum-Membran gefilterte
Gel-Stammlésung wurde so angesetzt, dass sich durch Mischen von 70,4 ml mit 9,6 ml
LongRanger®-Losung folgende Endkonzentrationen ergaben:

6 % Acrylamid; 8 M Harnstoff; 1fach TBE.

Der Polymerisation wurde nach Zugabe von 40 pyl TEMED und 400 pl APS-Ldsung mindes-
tens 2 Stunden Zeit gegeben. Die Gele wurden einem 30-minttigem Vorlauf bei 60 Watt un-
terzogen, um die Lauftemperatur einzustellen. Dabei wurde im unteren Laufpuffer 1 M
Natriumacetat als Additiv verwendet (Swerdlow et al., 1994), um einen Temperatur-
gradienten Uber dem Gel zu erzeugen, der durch einen kélteren unteren Gelabschnitt die
Wanderung der Fragmente zunehmend verlangsamt, so dass engere Bandenabsténde und
damit mehr lesbare Basen resultieren. Die Temperatur wurde im oberen Gelbereich Uber ein

Flussigkristall-Thermometer kontrolliert und soll 50°C nicht Gbersteigen.

Die Proben wurden Uber einen 60-Zahne-Kamm aufgetragen, der es erlaubt, die gesamte
Sequenz auch der gréfReren Fragmente auf einem Gel zu Gberprifen. Dazu missen die ein-
zelnen Reaktionen zeitlich versetzt doppelt aufgetragen werden, um den 300 bp-Abstand

zwischen den Sequenzier-Primern vollstdndig ablesen zu kénnen.

3 ul der vier Elongations-Reaktionen jedes Primers wurden nach Erhitzen auf 80°C fir zwei
Minuten in der Reihenfolge GATC (entsprechendes ddNTP im Ansatz) geladen und der Lauf
zunachst bei 60 Watt fur 2,5 Stunden gestartet. Vor dem zweiten Auftrag der nicht wieder
erhitzten Proben wurde der untere Puffer ausgetauscht und der Lauf fir exakt 2 h fortge-
setzt. Die Laufzeit des zweiten Auftrags ist kritisch, um den kodierenden Bereich des N- und
C-Terminus zu erfassen. Nach Entfernen der vorderen Glasplatte wurde das Gel fir 15 min
in Fixierlésung gebadet, um dann vorsichtig mit angefeuchtetem Whatman 3MM- Papier von
der hinteren Glasplatte gelost zu werden. Es wurde, Uiberzogen mit Zellophan-Folie, 2 h bei
80°C im Geltrockner getrocknet und je nach Alter der Radioaktivitat zwischen zwei und vier

Tagen bei —70°C (ohne Folie) autoradiographiert.
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Ldsungen:
Gelstammldsung: 114 ml/l 10fach TBE

545 g/l Harnstoff
Acrylamid-L&sung: LongRanger® (50 % wi/v)
APS-LAsung: 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
oberer Laufpuffer: 1fach TBE
unterer Laufpuffer: 1 fach TBE + 1 M Natriumacetat
Fixierldsung: 10 % (v/v) Essigsaure

15 % (v/v) Methanol

2.5 Expression

Nachdem eine Reihe von Vektoren und Expressions- bzw. Isolierungsmethoden auf ihre
Tauglichkeit zur Herstellung von Insekten-LMM Fragmenten tberpriift worden waren, stellte
sich schliel3lich das pET-System (Studier & Moffatt, 1986) als optimales Verfahren heraus.
Da keine Endoprotease gefunden werden konnte, die zuverlassig nur die gewlinschte Er-
kennungssequenz in Fusionsproteinen mit LMM-Fragmenten schneidet, stellt diese Wahl
einen Kompromiss dar, der bei geringer Anzahl von endstandigen Uberhang-Aminoséuren
eine einheitliche Affinitatsreinigung aller Fragmente erlaubt. Der pET-Vektor gilt als eines der
effizientesten Systeme, die derzeit verwendet werden. Dies beruht auf der aul3ergewohnli-
chen Selektivitat und Aktivitat der T7-Polymerase in Verbindung mit dem entsprechenden
Promotor, Uber die die Transkription gesteuert wird. Ein zusatzlicher Vorteil ist die Moglich-
keit, alle Klonierungs- und Modifikationsschritte in Abwesenheit einer entsprechenden Poly-
merase durchzufiihren. Dadurch wird optimale Plasmidstabilitat garantiert, da keine Hinter-
grund-Expression stattfindet, die oft zu einem Selektionsdruck in Richtung Modifikation oder
Eliminierung des Plasmids fihrt.

Die Wirtstamme zur eigentlichen Expression sind Lysogene des Bakteriophagen DE3
(A-Derivat), der das T7-Polymerase-Gen unter Kontrolle des lacUV5-Promotors bzw. des lac-
Repressors tragt und in das Bakteriengenom integriert ist. Die Transkription der Polymerase
kann damit Gber Zugabe von IPTG induziert werden, die wiederum die Zielsequenz transkri-
biert. Der am weitesten verbreitete Expressionsstamm ist das DE3-Lysogen des Stammes
BL21. Dieser zeichnet sich unter anderem durch das Fehlen zweier Proteasen der &uf3eren
Membran aus, die ein potentielles Abbaurisiko wahrend der Reinigung des Zielproteins dar-
stellen. Alternativ zu den DE3-Stdmmen kann in Féllen, in denen die Hintergrundexpression
von T7-Polymerase die Plasmidstabilitat stark gefahrdet ist, das Enzym in Nicht-Lysogene
(BL21) Uber Bakteriophagen-DNA (A-CE6) eingeschleust werden. So kénnen auch sehr "to-
xische" Genprodukte, d.h. solche, die stark mit der Bakterienphysiologie interferieren, zur
Expression gebracht werden. Eine weitere Mdéglichkeit, variabel auf die produktspezifische
Reaktion der Zellen auf das Fremdprotein zu reagieren, bietet die Verwendung von Stam-

men mit Zweitplasmiden, die in Abhangigkeit vom dazugehdrigen Promotor unterschiedliche
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Mengen an T7-Lysozym zur Verfiigung stellen. Dieses Enzym ist ein nattrlicher Inhibitor der
T7-Polymerase und kann die innere Zellmembran nicht passieren, so dass keine Lyse auf-
tritt. Es wird Gber den Vektor pLysS in geringen Mengen und Uber pLysE in substanziell gro-
Reren Mengen synthetisiert. Um gro3tmogliche Sicherheit fur die Plasmidstabilitat zu errei-
chen, wurde der Grof3teil der hier verwendeten Plasmide im Stamm BLR(DE3)pLysS expri-
miert, wobei das R das Fehlen eines E.coli-Proteins, das in Rekombinationsprozesse invol-
viert ist, anzeigt. Der Stamm BL(DE3)pLysE wurde in Fallen eingesetzt, in denen eine stark
reduzierte Expression in den vorgenannten Zellen zu verzeichnen war, namentlich fir die
Fragmente 3-1, 2-18 und 2-1. Hier war zu beflirchten, dass die offensichtlich héhere "Toxizi-
tat" den Verlust oder die Beschadigung der Plasmide verursachen konnte. Aus diesem
Grund wurde das gehemmte Wachstum und geringfligig niedrigere Produktausbeuten in
diesen Zellen in Kauf genommen. Die pLys-Plasmide tragen eine Chloramphenicol-

Resistenz, die zur Selektion genutzt wurde.

2.5.1 Anzucht

Vor jedem Expressions-Experiment wurden kompetente Zellen der oben erwéhnten Stamme
frisch mit den jeweiligen Plasmiden transformiert und 24 h bei 37°C auf LBampcam—Platten
vorgezogen. Einzelne Kolonien wurden in einer 5 ml Ubernacht-Kultur (LBamp,cam, Sterile Re-
agenzglaser) im Tischinkubator bei 37°C und 200 rpm angezogen. 500 pl dieser Kultur wur-
den zur Animpfung der 100 ml-Hauptkultur (250 ml-Kolben) unter gleichen Bedingungen
verwendet. Die Kulturen wurden bis zu einer Extinktion der Zellsuspension von 0,8 bei

600 nm gezogen und die Expression mit 1 mM IPTG fir 3 h induziert.

Ldsungen:
LBamp,cam-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton
pH 7,5 5 g/l Hefeextrakt
(autoklaviert) 10 g/l NaCl
unmittelbar vor Kultur: 34 mg/l Chloramphenicol
100 mg/l Ampicillin
LBamp,cam —Platten: 1,5 % (w/v) Bacto-Agar in LB-Medium (Antibiotikum wie oben

nach Autoklavierung)

2.5.2 Zellaufschluss

In Anlehnung an Atkinson et al. (1991) wurde der Zellaufschluss in einer Kombination aus
Frier-Tau-Zyklen und Ultraschall durchgefiihrt. Die Zellen wurde 10 min bei 3 000 x g pelle-
tiert und zweimalig mit je 200 ml Waschpuffer resuspendiert und wiederum abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in drei Zyklen in flissigem Stickstoff flir ca. 30 sec schockgefroren und bei

Raumtemperatur je hach Zyklus zwischen 10 und 20 min getaut, wobei darauf geachtet wur-
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de, dass keine Erwarmung uber 0°C erfolgte. Das resultierende Zellpellet wurde in 9 ml Ly-
sepuffer 1 resuspendiert und Lysozym zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml (Stamml6-
sung 10 mg/ml in Lysepuffer 1) zugesetzt. Der Lyse wurde 30 min auf Eis Zeit gegeben, be-
vor 10 ml Lysepuffer 2 zugemischt wurden.

Die Praparation wurde in ein 35 ml-Plastikrohrchen tberfuhrt, und sechsmal fir je 20 sec
unter zwischenzeitlicher Kiihlung auf Eis mit der "microtip"-Sonde am entsprechenden Inten-
sitatslimit beschallt. Durch abschlieRende Ultrazentrifugation wurde das Lysat fur 1 h bei
200 000 x g geklart.

Ldsungen:
Waschpuffer: 100 mM KCI
pH 8,0 10 mM Tris
1 mM EDTA
0,02 % (w/v) NaN3
Lysepuffer 1: 25 % (w/v) Saccharose
pH 8,0 50 mM Tris
Protease-Inhibitoren
Lysepuffer 2 : Lysepuffer 1 + 2 M KCI
Protease-Inhibitoren: 1:1000 der Stammldsungen:
PMSF 100 mM in Ethanol
TPCK 10 mg/ml in Ethanol
Leupeptin 1 mg/ml in Ethanol
Pepstatin 1 mM in Methanol

2.5.3 Affinitdtschromatographie

Als Affinitatsmatrices zur Aufreinigung von Histidin-tag-Proteinen kamen Ni-NTA Agarose der

Firma Qiagen bzw. ProBond™

-Matrix der Firma Invitrogen zum Einsatz. Die Saulen mit ei-
nem Gelbettvolumen von 5 ml wurden nach Herstellerangaben vorbereitet bzw. regeneriert,
falls vorher schon in Gebrauch gewesen. Bei wiederholtem Gebrauch wurde eine bestimmte
Saule nur fur das entsprechende Fragment wiederverwendet, um Kontaminationen auszu-
schlieRen. Die Saulenlaufe wurden im Kihlraum unter Verwendung einer Peristaltikpumpe

und eines Fraktionssammlers durchgefihrt.

Zur abschlieRenden Vorbereitung wurden die Saulen mit mindestens 100 ml Saulenpuffer A
aquilibriert. Nach dem Probenauftrag bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min wurde
Uiber Nacht bei 0,2 ml/min gewaschen. Es schlossen sich zwei Waschschritte zur Entfernung
unspezifisch gebundener Proteine mit den Saulenpuffern B und C an, bei denen jeweils bei
0,7 ml/min fur 2 h gespilt wurde. Die gebundenen Fragmente wurden mit Saulenpuffer D
von der Matrix eluiert, der Gber Komplexierung des Nickel-lons durch EDTA die Protein-
Matrix-Bindung l6st. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min wurden 3 ml-Fraktionen
gesammelt, die in diesem Fall weder "online" Uber eine Durchflusszelle noch im Anschluss

eindeutig photometrisch Uber die UV-Extinktion bei 280 nm quantifiziert werden konnen, da
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der blauliche Nickel-Komplex interferiert und im Gegensatz zum ebenfalls absorbierenden
Imidazol nicht korrigiert werden kann. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde also tUber den
Bradford-Test (s. Kap. 2.20) bestimmt und Fraktionen mit Konzentrationen gro3er 0,3 mg/ml
vereinigt. In Einzelféllen, in denen diese Mindestendkonzentration praparationsbedingt nicht
erzielt werden konnte, wurden die vereinigten Fraktionen vor der abschlie3enden Dialyse

Uber centriplus® entsprechend eingeengt.

So préaparierte Proteine wurden extensiv, d.h. zweimalig gegen ein hundertfaches Volumen
Aufbewahrungspuffer dialysiert, die Proteinkonzentration tber den Bradford-Test bestimmt
und die mit Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2) versetzten Proteinlésungen auf Eis im Kuhl-

schrank aufbewahrt.

Ldsungen:
Saulenpuffer A: 1 M KCI
pH 8,0 20 mM KH,PO,
0,02 % (w/v) NaN3
Saulenpuffer B: 1 M KCI
pH 6,0 20 mM KH,PO,
0,02 % (w/v) NaN3
Saulenpuffer C: 0,5 M KClI
pH 6,5 20 mM KH,PO,
80 mM Imidazol
0,02 % (w/v) NaN3
Saulenpuffer D: 0,5 M KClI
pH 6,5 20 mM KH,PO,
80 mM Imidazol
25 mM EDTA
0,02 % (w/v) NaN3
Aufbewahrungspuffer: 0,6 M KCI
pH 7,2 10 mM Imidazol

0,02 % (w/v) NaN3

2.6 Dinnschnitte von induzierten Bakterien

Die teilweise extrem hohen Ausbeuten an Zielprotein kombiniert mit der Tatsache, dass of-
fensichtlich die Proteine nicht in membranumhillten Einschlusskérpern (,inclusion bodies®)
vorlagen, legten a priori den Schluss nahe, dass die Molekile erwartungsgeméan auch unter
zellularen Bedingungen in aggregierter Form vorliegen. Das elektronenmikroskopische Er-
scheinungsbild und die Organisationsstruktur des exprimierten Proteinmaterials innerhalb
der Bakterienzellen wurden anhand von Dunnschnitten eingebetteter Zellsuspensionen un-
tersucht, um eine weitere Informationsquelle zum Verhalten der Proteine unter physiologi-

schen Bedingungen zu erschliel3en.



Material und Methoden 43

2.6.1 Einbettung

Zur Gewinnung des einzubettenden Zellmaterials wurden Bakterien im MinikulturmafRstab
herangezogen, induziert und wie im Folgenden beschrieben weiterbehandelt. Als Kontrolle
diente eine nicht induzierte Kultur des Plasmides p218 #6 im Zustand des exponentiellen

Wachstums.

A) Anzucht:
a) Die Plasmide wurden frisch in die entsprechenden Wirtszellen (s. Kap. 2.3) transformiert und Ein-
zelkolonien in 5 ml LB(Amp,Cam)-Ubernachtkulturen Uberimpft.

b) 5 ml LB(amp wurden mit 100 pl der Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgqo Von 0,8 kulti-
viert.

C) Induktion mit 1 uM IPTG fur 3 h; je zweimal 1,5 ml jeder Kultur wurden getrennt in Eppendorfgefa-
Ren weiterbehandelt.

B) Einbettung:

a) Pelletieren in der Tischzentrifuge (30 sec 14 000 rpm),

b) 2 mal waschen (vortexen, pelletieren) in 1ml PBS,

c) Fixierenin 0,5 ml 2 % GlutaraldehydlIsg.gs) kurz vortexen, pelletieren: liber Nacht,
d) 2 mal waschen in PBS,

e) Fixierenin 0,5 % OsOuess): 2 Stunden,

f) 3 mal waschen mit 0,5 ml A.bid. (anfangliches Resuspendieren in 100 pl),

g) Entwassern:

] 0,5 ml 25 % (v/v) Ethanol: 5 min,

] 0,5 ml 50 % (v/v) Ethanol: 5 min,

] 0,5 ml 75 % (v/v) Ethanol: 5 min,

] 2 mal 0,5 ml 100 % Ethanol: 10 min, Uberfiihren in Rundbodenréhrchen, Anzentrifugieren
bei 2 000 x g,

h) Zugabe von 1 ml Propylenoxid (Abzug; Eindeckeln), aufwirbeln,
i) Zentrifugieren bei 2 000 x g,
j) Absaugen (sammeln, nicht vollstandig, um Austrocknung zu verhindern),

k) Sofortige Zugabe von 300 ul 1:1 Epon/Propylenoxid, aufwirbeln, tberfihren in Beem®-Caps
(Spitzboden), zentrifugieren, Uberstand sammeln,

I) Pelletin Epon aufnehmen, mit der Pipette aufwirbeln, zentrifugieren,
m) Polymerisieren:
= 70°C Uber Nacht,

= 100°C3h.
Ldsungen:
PBS: Dulbecco’s PBS
Glutaraldehydlsg.: 400 ul 50 % (w/v) Glutaraldehyd auf 10 ml PBS
Osmiumtetroxidlsg.: Lésen von 100 mg OsO,4 in 10 ml A.bid. bei 30°C: 1 %

1:1 Verdiinnung mit 2fach konzentriertem PBS
Ethanol: reinst
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2.6.2 Schneiden

Dunnschnitte des eingebetteten Materials wurden am Ultramikrotom mit einem Diamantmes-
ser unter einem Anstellwinkel von 6° angefertigt. Silbern irisierende Schnitte einer Dicke von

60 — 120 nm wurden in gefiltertem (0,2 pm) A.bid. auf Schlitznetzchen gefischt.

2.6.3 Kontrastierung

Die Schnitte wurden im Droplet-Verfahren tber eine kombinierte Behandlung mit Uranylace-

tat und Bleicitrat kontrastiert:

a) 15 min Behandlung mit Uranylacetatlsg.
b) waschen mit A.bid.

c) an Filterpapier trocknen

d) 1-2 min Behandlung mit Bleicitratlsg.

e) Waschen mit A.bid.

f) Trocknen

Ldsungen:
Uranylacetatldsung: 5 % (w/v) Uranylacetat in 25 % (v/v) Ethanol
Bleicitratldsung: 1,33 g Pb(NOs),»
1,76 g NasCitrat (*2H,0) ad 42 ml A.bid.
8 ml NaOH => pH 12

Die Lésungen sind uber 0,2 um-Filter zu kléren.

2.7 Rotationsbedampfung

Beim Verfahren der Bedampfung werden Proteinlésungen im Hochvakuum langsam einge-
dampft. Die auf der Unterlage verbleibenden Molekiile oder Aggregate werden aus sehr spit-
zem Winkel mit Metallpartikeln bedampft, um deren Konturen sichtbar zu machen. Die Ob-
jekte zeichnen sich vor einem mdglichst homogenen Hintergrund von Metallnebel durch die
Partikelanlagerung reliefartig ab. Dabei kdnnen nur fliichtige Salze wie Ammoniumformiat
oder -acetat in hohen Konzentrationen eingesetzt werden, da eintrocknende Salze selbstver-
standlich zu Artefakten fihren. Um den Eindampfungsprozess zum Schutze der strukturellen
Integritat der Objekte zu verlangsamen, wird in Gegenwart von héheren Glycerinkonzentrati-
onen gearbeitet. Die so entstandene Replika der Objekte wird durch eine Schicht von Koh-
lenstoff stabilisiert und kann auf EM-Netzchen aufgebracht werden. Diese Technik wurde
hier zur Bestimmung der Lange der exprimierten stabférmigen Molekile angewandt. Damit
lassen sich zum einen - allerdings in sehr begrenztem Umfang - Aussagen Uber die Sekun-
darstruktur treffen: Es muss gewahrleistet sein, dass sich die Einzelmolekile zum funktionel-

len, coiled coil-Dimer zusammenschlieRen. Da eine einfache o-Helix kaum durch diese
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Technik sichtbar zu machen ware, kann zunéchst der Dimerisierungs-Vorgang nachvollzo-
gen werden. Zu welchem Grad dies geschieht, kann jedoch aus demselben Grund nicht di-
rekt bestimmt werden. Erfahrungswerte mit anderen Proteinen in Bezug auf die zu erwarten-
de Molekuldichte lassen jedoch eine grobe Beurteilung zu. Zum anderen lassen sich die Er-

gebnisse mit den Erwartungen zur Lange von coiled coil-Proteinen vergleichen.

2.7.1 Probenvorbereitung

1 ml einer frisch praparierten Proteinlosung wurde im 6 mm-Dialyseschlauch (Optimierung
des Oberflache/Volumen-Verhaltnisses) Gber Nacht gegen 1 | Ammoniumacetat-Losung dia-
lysiert; der pH dieser Lésung liegt bei 7,4 und wurde nicht nachgestellt. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration Gber den Bradford-Test (Kapitel 2.19) wurde die Losung zunadchst
mit 100 %igem Glycerin 1:1 verdinnt (Stammldsung; Endkonzentration Ammoniumacetat:
0,4 M, Glycerin 50 %), um daraufhin ein Aliquot mit ebenso behandelter Dialyselésung auf
die fragmentspezifische Konzentration von 10 ug/ml fur die kleineren Fragmente (2-x) bzw.
15 pg/ml fur die langeren (3-x) zu bringen. Die Proteine bleiben bis zur Bedampfung am sel-
ben Tag gekiihlt. Die Stammlésung wird mit Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2) versetzt und

kann bei - 20° gelagert werden.

LOsung:
Ammoniumacetat-L6sung: 0,8 M Ammoniumacetat

2.7.2 Bedampfung

Die so vorbereiteten Losungen wurden mittels einer ,airbrush“-Pistole in 40 pl-Aliquots aus
einem Abstand von ca. 1 m auf die saubere Seite eines frisch gespaltenen Glimmerplatt-
chens gespriiht, bis sich ein gleichméaBRiger Nebel aus moéglichst kleinen Tropfchen gebildet
hatte. Das Vakuum der BALZERS-Anlage (Elektronenstrahlverdampfer) sollte einen Wert
von < 1*10™ Torr erreicht haben, bevor unter Rotieren des Probentisches zunéchst das ge-
sinterte Platin-Kohle-Gemisch aus einem Winkel von 10° aufgedampft wird. Die Schichtdicke
wurde wahrend dessen akustisch und optisch Uber einen schwingenden Quarzkristall kon-
trolliert, wobei eine Frequenz von 300 Hz die zu erzielende Schichtdicke von ca. 7 nm an-
zeigt. Der Kohlefilm wurde aus rechtem Winkel bis zu einer Dicke von 10 nm (Frequenz: ca.
450 Hz) aufgebracht.

Die Replika wurde auf A.bid. (saubere Oberflache: Josephs-Papier) in einem kleinen Napf-
chen vom Trager-Plattchen abgeschwommen und kleinere Teile davon, die sich mit einer
Wimper manipulieren und zurecht,schneiden” lassen, wurden auf Aceton-gesauberten Netz-

chen (300 Maschen) gefischt.

EM-Bilder wurden bei einer 40 000fachen Vergréf3erung aufgenommen.
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2.8 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Proteine fallen mit ihrer grof3en Anzahl von chiralen C-Atomen in die Klasse der optisch akti-
ven Substanzen. Die CD-Spektroskopie nutzt die unterschiedliche Absorption der links- und
rechtsgerichteten Komponenten linear polarisierten Lichts durch die Probe, indem die Diffe-
renz der molaren Absorptionskoeffizienten fur links und rechts zirkular polarisiertes Licht (g_

bzw. eg ) gemessen wird. In Analogie zur Absorption wird diese als Elliptizitdt ® angegeben:
O (A)=const. (e, -eg) *c*d c= Konzentration d= Schichtdicke der Kivette

Die Abhangigkeit der Elliptizitdt von der Wellenlange wird im CD-Spektrum aufgezeichnet.
CD-Spektren von Proteinen und Peptiden werden im ultravioletten Spektralbereich aufge-
nommen, in dem charakteristische Elektroneniibergénge der Peptidbindungen liegen. Auf-
grund der Chiralitat der Sekundarstruktur ist das CD-Spektrum von Proteinen auf3erst emp-
findlich fur seine Sekundarstruktur.

In der graphischen Darstellung eines Spektrums wird zumeist der "mean residue ellipticity"
(MRE)-Wert gegen die Wellenlange aufgetragen, in den zur Vergleichbarkeit verschiedener
Proteine die Anzahl der Aminosauren einflie3t. Die Rohdaten der Elliptizitats-Messungen in

[m deg] werden dazu gemalf folgender Formel in MRE-Werte umgerechnet:

*0,1 * MRW .
MRE=® 0’c*d mit

. . Molekulargewicht
MRW (mean residue weight) = Xo7ohl der Aminosauren

2.8.1 Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der Probe wurde in diesem Fall spektroskopisch nach (Pace et al.,
1995) bestimmt, um eine Vergleichbarkeit mit Referenzdaten der Literatur zu gewdahrleisten.

Fur Proteine ohne Cystinbriicken etabliert Pace folgende Formel zur Berechnung des mola-
ren Absorptionskoeffizienten bei 280 nm eines Proteins bekannter Aminosaurezusammen-
setzung, in der die relativen Beitrage der die UV-Absorption beeinflussenden aromatischen

Aminoséauren Uber ihren molaren Absorptionskoeffizienten gewichtet sind:
€280 = 5417 * Anzahl Tryptophan + 1540 * Anzahl Tyrosin

Mit dem gewichtsbezogenen Absorptionskoeffizienten € = e,50 / MW  kann dann tber das
Lambert-Beer'sche Gesetz  c[mg/ml] = (Ezg0 * d [cm]) / € aus der Extinktion bei 280 nm
die Konzentration errechnet werden. Die Extinktion bei 280 nm wurde zuvor um den durch

kolloidale Streuung verursachten Fehler, der sich in einem Maximum bei 333 nm nieder-
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schlagt, korrigiert: Exgg —2 * Egzs. Tabelle 2-5 fasst die fir diese Berechnungen bendtigten

Daten der in dieser Arbeit untersuchten Fragmente zusammen:

Tab. 2-5: Sequenzspezifische Daten der Fragmente zur MRE-Berechnung

Fragment 3-19G 3-19 3-18 3-1 2-19G 2-19 2-18 2-1
ASen 617 617 591 586 422 422 396 391
Aromaten 2 * Tryptophan, 5 * Tyrosin 2 * Tyrosin
MWI[g/mol] 70684 70641 67697 67201 48432 48390 45445 44949
€ 0,262 0,262 0,274 0,276 0,064 0,064 0,068 0,069

2.8.2 Durchfihrung

2-4 ml der Fragment-Praparationen wurden unter 2-maligem Wechsel extensiv gegen je 2 |
CD-Puffer dialysiert, die Proteinkonzentration vorlaufig Gber den Bradford-Test (Kap. 2.20)
bestimmt und die Proben auf mindestens 1 mg/ml Uber centriplus® eingeengt. Unmittelbar
vor der Messung wurden die Proteinldsungen 10 min bei 30 000 x g zentrifugiert, um magli-

cherweise aggregierte Partikel zu entfernen.

Zur spektroskopischen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Extinktion bei 280
und 333 nm aus einem Spektrum von 260 — 360 nm gegen den Puffer-Blindwert ermittelt.
Eine Spezialkiivette einer Schichtdicke von 0,01 cm wurde mit Protein-Losung beschickt und
bei Thermostat-geregelter Temperatur von 20° vermessen. Die Spektren wurden mit einer
Schrittweite von 0,5 nm von 190 bis 260 nm aufgenommen und Mittelungen Uber 5 Spektren
durchgefihrt.

Um die Zeitabhangigkeit von - durch divalente Kationen verursachte - Strukturanderungen zu
beobachten, wurde eine Proteinlésung mit entsprechend der gewtinschten Endkonzentration
10fach konzentrierter Losung des jeweiligen Salzes in CD-Puffer versetzt und maoglichst un-
verzuglich bei der fur die Charakterisierung von o-Helices verwendeten Wellenlange von 222
nm vermessen. Als Referenz diente dabei die mit Puffer ohne Zusatz entsprechend verdinn-
te Probe. Spektren einer Probe, die eine zeitabhéngige Strukturveranderung zeigt, sind na-

turgeman verzerrt, da deren Aufzeichnung mehrere Minuten in Anspruch nimmt.

LOsung:

CD-Puffer: 0,45 M KClI
pH 7,2 10 mM Tris
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2.9 Aggregationsversuche

Allgemein kénnen LMM bzw. Fragmente des aggregationsfahigen Teils des Myosin durch
Absenken der lonenstarke aus Bereichen, in denen die Molekile in monomerer Form vorlie-
gen, hin zu physiologischen Salzkonzentrationen zur Aggregation gebracht werden, voraus-
gesetzt die die Loslichkeit determinierenden Bereiche sind vorhanden. Um dies zu erreichen,
wird gewohnlich das Verfahren der Dialyse angewendet, das es erlaubt, bei gleichbleibender
Proteinkonzentration die durch Alkalisalze (hier: KCI) einzustellende lonenstéarke vergleichs-
weise langsam auf entsprechende Endkonzentrationen zu senken. Dabei ist zu bedenken,
dass der Konzentrationsausgleich tber der semipermeablen Membran nicht linear erfolgt
und in der ersten Phase der Dialyse relativ rapide vonstatten geht. Fir die Auspragung des
Aggregats, das in meist parakristalliner Form ausfallt und z.B. Gber Negativ-Kontrastierung
elektronenmikroskopisch untersucht werden kann, kdnnen intermedidre Assoziationsstadien
wie Di- oder Oligomere eventuell Gber die Ausbildung von filamentdsen Zwischenprodukten
entscheidend sein. Das bedeutet, dass durch Einfligen von Zwischenschritten oder durch
Modifikation der Dialysetechnik ein Einfluss auf die Kinetik der Zusammenlagerung, mithin
auf die Ordnung des Endaggregats moglich ist. Alternativ kann die lonenstarke durch Ver-
dunnen einer Proteinlésung abgesenkt werden (Pepe et al., 1986b). Dabei hat man zwar
Kontrolle Giber die Rate der Konzentrationsanderung, veréndert jedoch stetig die Proteinkon-
zentration.

Wenn nicht anders vermerkt, wurden die groRen Fragmente fir Dialyse-Ansétze in Konzent-
rationen von 0,2 mg/ml, die kleineren zu 0,14 mg/ml eingesetzt (ca. 3 uM). Als Puffersub-
stanzen wurden Histidin und Imidazol in Konzentrationen von 10 mM (pH 7,2) eingesetzt,
des Weiteren waren samtliche Aggregationspuffer mit 2 mM MgCl, und 0,02 % NaN; supple-

mentiert. Alle Schritte wurden im Kuhlraum bzw. auf Eis ausgefiihrt.

Jeweils ein Tropfen der Aggregat-Suspensionen wurde zur Negativ-Kontrastierung (s. Kap.

2.16) verwendet.

LOsung:
Aufbewahrungspuffer: 0,6 M KClI
pH 7,2 10 mM Imidazol

0,02 % (w/v) NaN3

2.9.1 Zwei-Schritt-Gradienten-Dialyse

Neben einem vereinfachten Verfahren zur Absenkung der lonenstérke, d.h. der Dialyse ei-
nes Aliquots von wenigen hundert pl Fragment-Losung in Hochsalzpuffer (meist Aufbewah-
rungspuffer) gegen mindestens das 100fache Volumen einer Losung niedriger lonenstéarke,
wurde auch eine Absenkung in zwei Schritten durchgefiihrt: Nach erster Dialyse gegen einen
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Puffer mittlerer lonenstarke (0,4 oder 0,3 M KCI im jeweiligen Puffersystem) wurde eine ver-
langsamte zweite Dialyse angeschlossen (Quinlan & Stewart, 1987). Hierzu wurde der Pro-
ben-Dialyse-Schlauch nach dem ersten Schritt in einen Schlauch grofReren Durchmessers
tberfiihrt, der mit dem 20fachen Volumen der zu dialysierenden Probe mit erstem Dialyse-
puffer gefillt und gegen ein entsprechend mindestens 100faches Volumen Endpuffer fir
mindestens 12 Stunden dialysiert wurde. So stellen sich zwei Gradienten ein, die den Aus-

tausch im Probeschlauch entscheidend verlangsamen.

2.9.2 Mehrschritt-Dialyse

In einzelnen Fallen wurde unter taglichem Wechsel der Losung eine mehrstufige Dialyse
gegen Puffer absteigender lonenstarke durchgefiihrt; dabei enthielt der Dialysepuffer KCI in
Konzentrationen von 0,3; 0,2; 0,15; 0,1 und 0,05 M.

2.9.3 SDP (Standard-Dilution-Procedure) nach Pepe et al. (1986)

Ein Verdinnungs-Ansatz zur rapiden Absenkung der KCI-Konzentration wurde nach Anlei-
tung durch Dr. Prokash Chowrashi (Philadelphia) in zwei Abschnitten wie folgt vorgenom-
men:

Zunachst wurden Aliquots der Proteinldsungen gegen Imidazol-Hochsalz-Puffer dialysiert.
200 pl dieser Losungen wurden im ersten Schritt durch 14-malige Zugabe von 14,3 pl Imida-
zol-Puffer unter standigem, vorsichtigem Rihren auf eine Konzentration von 0,3 M KCI ab-
gesenkt, wobei die einzelnen Additionen im Abstand von exakt 5 sec erfolgten.

Der Ansatz wurde fur 10 min ruhen gelassen, bevor je nach gewiinschter KCI-Endkonzen-
tration der zweite Verdiinnungsschritt in 60 Applikationen von entweder 6,7 pl (0,15 M KCI)
oder 33,3 pl (0,05 M KCI) Imidazol-Puffer durchgefuihrt wurde (At=5 sec).

LOsungen:
Imidazol-Hochsalz-Puffer: 0,6 M KCI
pH 7,2 10 mM Imidazol
2 mM MgCl,
0,02 % (w/v) NaN3
Imidazol-Puffer: 10 mM Imidazol
2 mM MgCl,

0,02 % (w/v) NaN3;

2.9.4 Paramyosin-Koaggregation

Fur die Koaggregations-Ansatze von Fragmenten mit Paramyosin wurden nicht eingefrorene
Stammldsungen der beiden Komponenten in 1:1 molarem Verhéltnis in Lésungen hoher lo-
nenstarke (0,6 M KCI) bei einer Paramyosin-Konzentration von 0,2 mg/ml gemischt. 100 pl

dieses Gemischs wurden in einer verlangsamten Gradientendialyse (s. Kap. 2.10.1;
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30faches Volumen 0,6 M KCI-Puffer im dul3eren Dialyseschlauch) gegen Koaggregationspuf-

fer dialysiert.

Ldsung:
Koaggregationspuffer: 0,15 M KCI
pH 7,2 10 mM Imidazol bzw. Histidin

2 mM MgCl,
0,02 % (w/v) NaN;

2.10 Loslichkeitsuntersuchungen

Die Ldoslichkeitscharakteristiken der Fragmente wurden in einem Sedimentationsassay un-
tersucht. Hierzu wurden Aliquots der Proteine in Losung, d.h. bei hoher lonenstéarke, gegen
Histidin-Puffer variabler KCI-Konzentration dialysiert, die gebildeten Aggregate durch Zentri-
fugation sedimentiert und das im Uberstand verbliebene Protein (iber den Bradford-Test
(Kap. 2.20) bestimmt. Eine Quantifizierung des Pellet-Proteins schlie3t sich aus mehreren
Grinden aus: zum einen lasst sich das ausgefallene Material nicht vollstéandig aus dem Dia-
lyseschlauch wiedergewinnen, zum anderen besteht die Mdglichkeit, dass das Pellet im Pro-
teintest nicht quantitativ resolubilisiert werden kann. Die Bezugsgrof3e (100 %-Wert) stellt die

Proteinlésung vor Dialyse dar.

Im Einzelnen wurden die Proteine in Aufbewahrungspuffer zunachst auf eine Konzentration
von 0,3 mg/ml (Fragmente 3-x) bzw. 0,2 mg/ml (Fragmente 2-x) eingestellt, die molare Kon-
zentration damit konstant gehalten. Jeweils zwei 100 pl-Aliquots dieser Lésung wurden ge-
gen 100 ml des jeweiligen Puffers Gber Nacht bei 4°C dialysiert. Die Proben wurden 10 min
bei 30 000 x g im gekiihlten Rotor abzentrifugiert und je 40 pl des Uberstandes fiir den Brad-

ford-Test mit entsprechender Korrektur um den Puffer-Blindwert eingesetzt.

Ldsungen:
Aufbewahrungspuffer: 0,6 M KClI
pH 7,2 10 mM Imidazol
0,02 % (w/v) NaN3
KCI-Puffer (variabel): 0,05 -0,6 M KCI
pH 7,2 10 mM Histidin
2 mM MgCl,

0,02 % (w/v) NaNs

2.11 Reinigung von Paramyosin und Projectin

Die akzessorischen Proteine der dicken Filamente aus Insektenmuskeln wurden aus der

indirekten Flugmuskulatur des Totenkopf-Falters Acherontia atropos gereinigt.
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2.11.1 Myofibrillen-Reinigung

Dazu wurden die longitudinalen und dorsoventralen Thoraxmuskeln von sechs tiefgefrorenen
Tieren aus hauseigener Zucht prapariert und in 50 ml eiskaltem Waschpuffer unter Verwen-
dung eines Potters (ca. 200 rpm Pistillrotation; Eiskiihlung) homogenisiert. Im Verlauf der
folgenden Waschschritte werden Iosliche und kleinere Zellbestandteile nach Zerstérung der
Membransysteme durch das ionische Detergens Triton von den Myofibrillen abgetrennt und
so der kontraktile Apparat isoliert, aus dem in der Folge selektiv Proteinfraktionen extrahiert
werden konnen. Die gesamte Praparation wurde auf Eis bzw. bei 4°C Kuhlung durchgefihrt

und allen Puffern Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2) zugesetzt.

Jeder Waschschritt bestand aus Resuspension (Potter) des Pellets in 50 ml des jeweiligen
Puffers und 10-minttiger Zentrifugation bei 3 000 x g. Es wurde, bis jeweils klare Uberstande
erhalten wurden, in drei Abschnitten gewaschen: viermal mit Waschpuffer, finfmal mit

Waschpuffer + Triton und abschlie3end zur Entfernung des Detergens dreimal ohne Triton.

Ldsungen:
Waschpuffer: 50 mM NacCl
pH 7,0 15 mM Na,HPO,
1mMDTT
1 mM EDTA
Waschpuffer + Triton: 0,5 % (v/v) Triton X-100 in Waschpuffer

2.11.2 Extraktion

Die Extraktions- und Reinigungsbedingungen waren im Arbeitskreis durch Bernd Kolsch
etabliert und optimiert worden (Kdlsch et al., 1995) und wurden unter kleineren Modifikatio-
nen Ubernommen. Dabei sind einige kritische Parameter zu beachten. Die zu erzielende
Reinheit ist wesentlich durch die Zusammensetzung, d.h. Kontamination des Rohextraktes
bestimmt, so dass moglichst milde Bedingungen beziiglich der verwendeten lonenstarke und

der mechanischen Behandlung gewahlt werden mussen.

Das letzte Pellet der Myofibrillen-Reinigung wurde vorsichtig (kurz bei langsamer Drehzahl)
in 50 ml Extraktionspuffer gepottert und 40 min ohne mechanische Agitation auf Eis inku-
biert. Die Klarung des Extraktes erfolgt in zwei Schritten tber eine hochtourige Zentrifugation
fur 20 min bei 20000 x g und Filtration Gber 0,45um-Feinfilter.

LOsung:
Extraktionspuffer: 1 % (w/v) NayP,0-
pH 8,3 10 mM Tris/H;PO,

1 mM CaCl,
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2.11.3 Anionenaustausch-Chromatographie

Die Reinigung der Proteine erfolgt Gber Anionenaustausch-Chromatographie unter Verwen-
dung des FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)- Systems der Firma Pharmacia. Die
speziellen Matrices erlauben die Arbeit unter hohem Druck, was die im Vergleich zur ge-
wohnlichen Flussig-Chromatographie Uberragende Trennschérfe bedingt. Alle in diesem
System verwendeten Puffer wurden dber 0,45 pm-Membranen filtriert und entgast; die Anla-

ge wurde im Kihlraum betrieben.

Die Bindung der Zielproteine an die MonoQ- Matrix erfolgt nicht in Gegenwart des gangiger-
weise als Séulengegenion eingesetzten Chlorid-lons, so dass vor dem Saulenlauf das Ge-
genion durch Phosphat ersetzt werden muss. Aus diesem Grund wurde der pH des Extrakti-
ons- und Saulenpuffers A mit Phosphorsaure eingestellt. Zum Chlorid-Phosphat-Austausch
wurde die MonoQ HR 10/10-Saule mit 1 M HCI vorbehandelt und mit 5 N NaOH beschickt
und inkubiert, um die Chlorid-lonen zu |6sen. Die Saulenvorbereitung wurde durch ausgiebi-
ge Aquilibrierung mit Saulenpuffer A bis zur Stabilisierung des pH abgeschlossen, wobei
gleichzeitig die funktionellen Gruppen der Matrix mit Phosphat-lonen (Phosphorséure) be-
setzt werden. Die regenerierte (s.u.) Saule entwickelt bei einer Pumpgeschwindigkeit von

1 ml/min einen Gegendruck von kleiner 1 MPa.

Der Probenauftrag erfolgte lber ein 50 ml-Reservoir (Superloop) bei einer Flussgeschwin-
digkeit von 1 ml/min, wobei der Druck nicht Gber 2,5 MPa steigen sollte. Der lineare Gradient
(0-100 % Saulenpuffer B) eines Gesamtvolumens von 80 ml wurde im Anschlul3 an das Er-
reichen der Basislinie mit einer Pumpgeschwindigkeit von 1 ml/min gestartet und 1 ml-
Fraktionen gesammelt. Die S&aule wurde durch eine kombinierte Behandlung mit 75 %iger
Essigsaure (v/v), 1 N NaOH und 2 M NaCl gereinigt und regeneriert.

Vor der Weiterverarbeitung wurde die Reinheit einzelner Fraktionen tUber SDS-PAGE ge-
prift. Reine Fraktionen wurden vereinigt und je nach Verwendungszweck unterschiedlich fur
die Aufbewahrung vorbereitet. Ein Teil der resultierenden Paramyosin-L6sung, der fir an-
schlieRende Koaggregationsversuche bestimmt war, wurde nach Dialyse gegen Aufbewah-
rungspuffer und Zugabe von Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2) auf Eis bei 4°C aufbewahrt.
Der Rest der gereinigten Proteine, die flr Bindungsversuche im ELISA-Test eingesetzt wer-
den sollten, wurde nach 1:1-Verdinnung mit Glycerinpuffer (zur Minimierung von Verlusten

durch Volumenverminderung bei der Dialyse) bei —20°C aufbewahrt.

Ldsungen:

Saulenpuffer A: 10 mM Na,P,0;
pH 8,0 2,5 mM Tris/H3;PO,

Saulenpuffer B: 10 mM Na,P,0-
pH 8,0 2,5 mM Tris/ClI

0,5 M NaCl
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Aufbewahrungspuffer: 0,6 M NaCl
pH 7,2 10 mM Imidazol
0,02 % (w/v) NaNs
Glycerinpuffer: 40 mM Na,P,0,
pH 7,5 10 mM Tris/CI

0,02 % (w/v) NaN;
50 % (v/v) Glycerin

2.12 Quantitativer Bindungstest

Die Interaktion der exprimierten LMM-Fragmente mit Proteinen der dicken Filamente aus
Insektenmuskeln wurde in einem speziellen ELISA-(Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-
Assay)-Bindungstest quantitativ bestimmt. Hierbei wurde ein potentieller physiologischer
Bindungspartner an der Oberflache der Kavitaten ("wells") von Mikrotiterplatten immobilisiert
und die Bindung der LMM-Liganden in Verdinnungsreihen Uber eine nachgeschaltete En-
zymreaktion, die ein photometrisch zu quantifizierendes chromogenes Substrat umsetzt, er-
fasst. Durch die enzymatische Verstarkung ist man Uber ELISA-basierende Methoden in der
Lage, Proteinmengen im ng-Bereich zu detektieren. Die hohe Sensitivitat, verbunden mit der
Moglichkeit, diese Tests im Mikrotiter-Platten-Malstab durchzufihren, erlaubt eine sehr effi-

ziente Analyse von Interaktionscharakteristiken in vitro.

Prinzipiell stehen fir das Detektionsverfahren, d.h. fur die spezifische Kopplung des Nach-
weisenzyms an den zweiten Bindungspartner unterschiedliche Alternativen zur Verfiigung. In
der gangigen Variante wird der Ligand Uber eine ein- oder zweistufige Antikérper-Reaktion
nachgewiesen. Das Enzym, zumeist Peroxidase, ist dabei kovalent direkt an den primaren
Antikdrper oder an einen sekundaren Antikdrper gegen den artspezifischen F.-Teil des
Erstantikorpers gebunden. Zwar steht im Arbeitskreis ein polyklonales Serum gegen Insek-
ten (Locusta migratoria)- Myosin zur Verfligung, jedoch sprechen mehrere Griinde gegen die
Verwendung dieser Antikorperfraktion. Der Anteil an Antikdrpern gegen den LMM-Abschnitt
des Molekils ist aufgrund der geringen Immunogenitat des coiled coils naturgeman sehr
gering. Die ubiquitare Verbreitung des Heptad-Motivs und die vergleichsweise kompakte
Struktur bedingen diese eingeschrankte Immunantwort. Gewichtiger noch ist aber die Tatsa-
che, dass Paramyosin und LMM aus Insektenmuskeln eine hohe Homologie aufweisen;
Kreuzreaktionen wirden die gquantitative Auswertung zumindest sehr erschweren. Aus die-
sen Grinden wurden verschiedene monoklonale Antikdrper (von Dr. Bellinda Bullard zur
Verfligung gestellt) auf ihre Eignung fir den Nachweis getestet. Aus theoretischen
Uberlegungen ist dieser Nachweis nur als zweite Wahl anzusehen: Ist das entsprechende
Epitop in die Interaktion involviert, kann dies entweder den Nachweis verhindern oder aber
aufgrund der zu erwartenden héheren Affinitat der Antikérper zu Verfalschungen fiihren. Die
Reaktion der monoklonalen Antikérper war durchweg schwach, auch dieser Weg musste als

ungeeignet eingestuft werden.
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Der Nachweis eines Proteins Uber das Biotin-Avidin-System bietet sich in diesem Fall als
Alternative an. Dabei wird das Zweitprotein zundchst mit Biotin (Amidbindung an freie Ami-
nogruppen) markiert und der Nachweis erfolgt Uber ein Avidin-Peroxidase-Konjugat. Bei die-
ser Vorgehensweise sind zwei Faktoren zu bedenken. Zunachst kann das Bindungsverhal-
ten durch die Anwesenheit der gekoppelten Gruppe verandert werden und zweitens wird der
Biotinylierungsgrad unterschiedlicher Praparationen nicht identisch sein. Da es sich im Erste-
ren um einen systematischen Fehler handelt, sollte die Vergleichbarkeit der Proben unter-
einander nicht betroffen sein; jedoch sind Aussagen uber die absolute Bindungs-
Stochiometrie nur eingeschrankt moglich. Dieser Punkt gilt jedoch allgemein fur diese Ver-
suchsanordnung, da die Menge an tatsachlich an die Polystyrol-Oberflache gebundenem
Protein sowohl fir den vorgelegten Partner als auch fur Kalibrierreihen des Sekundéarproteins
kaum bestimmbar ist. Die Ergebnisse einer solchen Untersuchung mussen grundsétzlich als
relativ eingestuft werden, was die Aussagefahigkeit Gber bevorzugtes Bindungsverhalten an
ein spezielles vorgelegtes Protein nicht beeintrachtigt.

Aufgrund der zweiten Einschrankung variabler Biotinmarkierung wurde fur jedes Protein auf

jeder Platte eine eigene Kalibrierreihe angesetzt.

Die Pufferbedingungen fir den gesamten Test wurden in zweierlei Hinsicht optimiert. Um
eine Vergleichbarkeit mit anderen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
zu gewabhrleisten, sollte nicht vom Imidazol/Histidin-System abgewichen werden. Imidazol
wurde als Puffersubstanz gewéhlt, da sich in Vortests die Bindung einzelner Proteine als im
Vergleich zu Histidin effektiver herausgestellt hatte. Daher konnte davon ausgegangen wer-
den, dass sich kleinere Unterschiede unter diesen Bedingungen deutlicher hervorheben wiir-
den. Da coiled coil-Proteine aufgrund ihres modularen Aufbaus im Allgemeinen zu einer
relativ hohen unspezifischen Bindung neigen, wurde die Reaktion auf die gdngigen Blockre-
agenzien getestet. Die Bindung an Magermilchpulver (MMP) stellte sich als optimal im Ver-
gleich zu BSA, Tween 20 und Gelatine-Blockreagenz heraus. Die eigentlichen Bindungs-
messungen wurden um die jeweilige Bindung an das verwendete Blockierungsagens korri-
giert.

Aus Grinden der Verfugbarkeit wurden die gereinigten Insektenproteine als erster Bin-
dungspartner eingesetzt. Die Inkubation aller Bindungsschritte wurde zur Erhéhung der Spe-
zifitét bei 37°C durchgefihrt.

2.12.1 Biotinylierung

Die Bedingungen orientieren sich an Produktinformationen der Hersteller zu Biotin-7-NHS
(Roche, Deutschland) und Entsalzungsséaulen PD10 (Pharmacia, Schweden). In einem Ge-
samtvolumen von 2,5 ml wurden Biotinylierungs-Reagenz (2 mg/ml Kopplungspuffer) und

1 mg zu markierendes Fragment in Kopplungspuffer (entspricht Aufbewahrungspuffer) in
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einem molaren Verhaltnis von annahernd 50:1 gemischt (0,15 ml Biotinylierungsreagenz fir
3-X-Fragmente bzw. 0,225 ml fur 2-X-Fragmente) und zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert.

Uberschissiges Biotinylierungs-Reagenz wurde in zwei Schritten entfernt: 1. Entsalzung
Uber PD10-Gelfiltrationssédulen nach Angaben des Herstellers (Elution in 3,5 ml Kopplungs-
puffer). 2. Ubernacht-Dialyse gegen Kopplungspuffer. Im Anschluss erfolgte eine Bradford-

Bestimmung (Kap. 2.20).

2.12.2 Plattentest

Der Bindungstest wurde im Einzelnen in einem Arbeitsvolumen von 100 pl wie folgt durchge-
fuhrt (Waschen der Platte: 3 x 200 pl des jeweiligen Puffers):

Die gereinigten Proteine aus Insektenflugmuskeln, Paramyosin und Projectin, wurden aus
einer Stamml®sung (s. Kap. 2.12) auf eine Konzentration von 150 ng Paramyosin bzw. 600
ng Projectin pro 100 pl mit Coatingpuffer verdinnt.

Eine 1:1-Verdunnungsreihe (6 Konz.) des markierten Fragments von 200 ng/100 pl abwarts
fur 3-X-Fragmente bzw. 150 ng/100 pl abwarts fir 2-X-Fragmente wurde in Coatingpuffer
angesetzt.

Die Bindung von Primér- und Kalibrierprotein an die Platte erfolgte Uber eine Stunde bei
37°C, die Platte wurde mit Coatingpuffer gewaschen. Freie Bindungsstellen wurden mit 1 %
(w/v) MMP in Coatingpuffer eine halbe Stunde (37°C) geblockt, die Platte mit Bindungspuffer
gewaschen.

Biotinylierte Fragmente wurden mit Bindungspufferyye auf Konzentrationen von 2,4 ug/100ul
(3-x) bzw. 1,6 pug/100pl (2-x) eingestellt und seriell 1:1 verdiinnt (6 Konz.); Inkubation fiir eine
Stunde bei 37°C, Waschen mit Bindungspuffer.

Avidin-POD (5 pg/ml; 1:200 in Bindungspufferywp)- Kopplung erfolgte ebenfalls eine Stunde
lang bei 37°C, gefolgt von einer Waschprozedur mit Bindungspuffer. Die Platte wurde mit
Entwicklungsreagenz beschickt und bei 37°C Uber einen Zeitraum von 15 bis 45 min entwi-
ckelt, wobei in Abstanden die OD,os im ELISA-Reader kontrolliert wurde, um eine Uberent-
wicklung (OD > 1,0) zu vermeiden. Readings mit optimaler OD-Verteilung wurden ausgewer-
tet.

LOsungen:
Kopplungspuffer: 0,6 M KClI
pH 7,2 10 mM Imidazol
0,02 % (w/v) NaN3
Biotinylierungsreagenz: 2 mg/ml Biotin-7-NHS Kopplungspuffer
Coatingpuffer: 0,3 M NacCl
pH 7,2 2,135 g/l Na,HPO, / 0,489 g/l KH,PO,

0,02 % (w/v) NaN;
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Bindungspuffer: 0,15 M KClI

pH 7,2 10 mM Imidazol

(frisch) 2 mM MgCl,
Bindungspufferyye: Bindungspuffer + 0,05 % (w/v) MMP
Entwicklungslésung: 12,5 mM Zitronensaure

pH 5,5 25 mM Na,HPO,

(frisch) 0,05 % (w/v) OPD

0,03 % (V/v) H,0,

2.13 in situ-Phosphorylierung von Muskelzell-Proteinen

Die Moglichkeit einer Phosphorylierung von Myosin-Schweren Ketten im Flugmuskelgewebe
von Drosophila wurde durch eine Untersuchung des Phosphat-Einbaus in Proteine der Tho-
rax-Muskelzellen in einem radioaktiven Test Uberprtft. Hierzu wurden abgetrennte Thoraces
in Gegenwart von **P-ortho-Phosphat inkubiert, die Myofibrillen tiber differentielle Zentrifuga-
tion abgetrennt und das Phosphorylierungsmuster der Zellproteine tber zwei-dimensionale
Gelelektrophorese, d.h. Autoradiographie eines Blots 2-D-getrennter Proteine, analysiert. Zur
Identifizierung der Position der Schweren Ketten auf dem Blot wurde eine Anfarbung mit ei-

nem polyklonalen anti-Locusta-Myosin-Serum durchgefiihrt.

2.13.1 Markierungsansatz

Die Fliegen wurden zunachst in ihren Anzuchtréhrchen eisgekihlt und die Thoraces nach
sorgfaltiger Entfernung der Beine unter dem Binokular bis zum Start des Phosphorylierungs-
versuchs in HBS (HEPES-buffered saline) auf Eis aufbewahrt.

Alle folgenden Schritte wurden unter Einhaltung der entsprechenden Sicherheitsvorschriften
und Vorsichtsmalinahmen im Isotopenlabor durchgefiihrt. 20 Thoraces wurden in 2 ml Medi-
um bei Raumtemperatur tberfihrt, die Markierung durch Zugabe von o-Phosphat (1 mCi)
gestartet und 90 min bei Raumtemperatur inkubiert (van den Bos et al., 1996). Das Medium
wurde Uber eine Einmal-Fritte (entleerte Pharmacia-PD10-Saule) entfernt und die Thoraces
in einem 2 ml-Pottergefald in 1 ml Waschpuffer vorsichtig, aber unter deutlicher Schereinwir-

kung homogenisiert.

Die folgenden drei Sauberungsschritte in je 1 ml Waschpuffer konnten im Eppendorfgefafd
(mit Sicherheitsverschluss) vorgenommen werden, wobei das Pellet der 10-minitigen Zentri-
fugation bei 3 000 x g jeweils durch Rihren und vorsichtiges Auf- und Abpipettieren (Filter-
tips!) resuspendiert wurde. Das resultierende Pellet wurde in 220 pl IEF-LOsung aufgenom-
men, 3 min im Ultraschallbad behandelt, 30 min bei 40°C im Wasserbad inkubiert und wie-

derum 1 min beschallt.
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Lésungen:
HBS (HEPES-buffered saline): 140 mM NacCl
pH 7,2 20 mM Hepes
25 mM NaHCO;
10 mM KCI
2 mM CacCl,
5 mM Glucose
Waschpuffer: 50 mM NacCl
pH 7,0 15 mM Na,HPO,
1mMDTT
1 mM EDTA
IEF-L6sung: 8 M Harnstoff

2 % (w/v) Chaps
5 % (v/v) Ampholyt (Servalyt pH 3-10)

2.13.2 Isoelektrische Fokussierung

Das Eingie3en der Probe in die Gellésung hat sich insbesondere fiir die Auftrennung von
myofibrillaren Proteinen mit hohem Molekulargewicht als vorteilhaft erwiesen (Ziegler et al.,
1994), da diese trotz geringer Acrylamidkonzentration bei Auftrag auf ein Réhrchengel ver-
gleichsweise stark in ihrer Wanderung behindert sind.

Je 100 pl (entspricht 10 Thoraces) des End-Uberstandes einer 20 000 x g-Zentrifugation des
beschallten Ansatzes wurden mit 2,4 ml IEF-Gelldsung vermischt und die R6hrchen-Gele
(5 mm Innendurchmesser, Lange 11,5 cm) fir die erste Dimension nach Zugabe von 4 pl
TEMED und 5 pl APS-L6sung fur zwei Stunden auspolymerisiert.

Die Fokussierung wurde in einer hauseigenen Kammerkonstruktion unter folgenden Bedin-
gungen durchgefihrt:

0,5h 100 V-1 h 200 V (Vorfokussierung zur Entfernung von Salzresten) — 11 h500V -1 h
800 V (= 6550 Vh)

Vor dem Auspressen der Gele mit 0,1 % SDS-LOsung unter Verwendung einer Spritze mit
stumpfer Kanile wurde das saure Ende mit 0,2 % BPB-L6sung markiert. Die Gele wurden
unter zweimaligem Wechsel fiir jeweils 5 min in 5 ml Aquilibrierlésung fur die zweite Dimen-

sion vorbereitet. Im letzten Aquilibrierungsschritt wurde eine Spatelspitze BPB zugesetzt.

Ldsungen:
IEF-Gellosung: 4 % (w/v) Acrylamid in IEF-L6sung
Acrylamid-Stammisg: 30 % (w/v) Acrylamid; 1,6 % (w/v) N,N'-Methylen-BisacryIamid
APS-LOsung: 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
Kathodenldsung: 20 mM NaOH
Anodenldsung: 10 mM Phosphorsaure
Aquilibrierlésung: 2 % (w/v) SDS
pH 6,8 60 mM Tris/HCI

10 % (v/v) Glycerin
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
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2.13.3 SDS-PAGE und Blot

Die zweite Dimension in Form von 1,5 mm dicken SDS-Gradienten-Grof3gelen (5-15 %) wur-
de in einer Bio-Rad-Anlage mit zugehoriger Ausstattung durchgefiihrt. Dabei wurde das
Sammelgel durch eine 2 cm dicke Agarose-Matrix ersetzt, die keinen Retentionseffekt auf
die Proteine ausiibt. Der Molekulargewichtsstandard wurde zuvor auf Filterpapier aufgetra-
gen, dieses getrocknet und neben dem Réhrchen-Gel in die noch nicht ausgehértete Agaro-

se-Matrix eingebracht. Ansonsten wurde verfahren wie in Abschnitt 2.21 ausgefthrt.

Das Gel wurde in Transferpuffer aquilibriert und die Proteine im Semidry-Verfahren bei
1,5 mA/cm? fiir 3 Stunden auf Nitrocellulose-Membran geblottet. Der Molekulargewichtsstan-
dard wurde getrennt mit "India-ink"-Losung gefarbt.

Dieser Blot wurde nun in drei Stufen analysiert: Zunachst wurde mit dem getrockneten Blot
eine Autoradiographie (-70°C) mit mehreren Filmen durchgefiihrt, die in Abstanden entnom-
men und entwickelt werden konnten. Im Anschluss wurden die Proteine mit dem leicht wie-
der auszuwaschenden "Fast Green"-Farbstoff allgemein gefarbt, um nach Entfarbung ab-

schlieRend Uber einen polyklonalen Antikorper spezifisch Myosin zu lokalisieren.

Nach halbstiindiger Absattigung freier Bindungsstellen der Membran mit Blockpuffer erfolgte
die Myosin-Markierung mit polyklonalem anti-Heuschrecken-Myaosin-Serum (von Dr. Cle-
mens Ziegler, Minster; 1 h; 1:600 in Verdinnungspuffer). Nach mehrmaligem Waschen mit
PBS wurde ebenfalls fir 1 Stunde mit sekundarem Antikoérper (Ziege-anti-Kaninchen-
IgG/Peroxidase-Konjugat (Sigma); 1:2000 in Verdunnungspuffer) inkubiert. Nach abermali-
ger Waschprozedur mit PBS wurde der Blot in Farbeldsung entwickelt, mit Stoplésung die

Reaktion beendet und getrocknet.

Ldsungen:
4fach Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-Cl
pH 6,8 0,4 % (w/v) SDS
Agarose-Sammelgel: 1 % (w/v) Agarose in 1fach Sammelgelpuffer
Transferpuffer: 192 mM Glycin
25 mM Tris (untitriert)
Fast Green-Ldsung: 2 % (w/v) FastGreen
"India-ink"-Ldsung: 1% (v/v) Fullertinte in PBS
PBS: 137 mM NaCl
pH 7,4 2,7 mM KCl
4,3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,
Blockpuffer: 5 % (w/v) BSA in PBS
Verdunnungspuffer: 1% (w/v) BSA in PBS
TBS: 150 mM NacCl
pH 7,5 25 mM Tris
Farbeldsung: 50 mg 4-Chloro-1-Naphtol
17 ml Ethanol
83 ml TBS

100 pl H,0, (30%)
Stopldsung: 1 % (w/v) NaN3
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2.14 in vitro-Phosphorylierung von LMM-Fragmenten

Die Phosphorylierbarkeit von LMM-Fragmenten durch Drosophila-Muskelfraktionen wurde
anhand einer in vitro Phosphat-Markierung der kleineren Fragmente untersucht. Das hier
verwendete Puffersystem orientiert sich an Bedingungen, die im Arbeitskreis etabliert worden
waren (Breuer, 1982) und unter denen eine Phosphorylierung speziell von Paramyosin beo-
bachtet werden konnte. Da zunachst qualitativ Gberprift werden sollte, ob eine solche
Phosphorylierung dberhaupt stattfinden kann, wurde dieser Pilotansatz mit Kinase-

Aktivatoren wie CAMP und Kalzium supplementiert.

Grundsatzlich wurde bei der Fraktionierung der Muskelzellkomponenten so vorgegangen,
dass in einem ersten Schritt das Gewebe, d.h. die Thoraces bzw. die Cuticulae unter starker
Scherung im Potter homogenisiert wurde, wobei auch die Zellmembranen der vergleichswei-
se riesigen Myocyten zerstort werden. Der erste Uberstand des bei 10 000 x g zentrifugierten
Homogenisats enthalt dann hauptsachlich Komponenten des Cytosols der Muskelzellen.
Daraufhin wurden, prinzipiell wie in Abschnitt 2.12.1 beschrieben, Myofibrillen gereinigt und
in mehreren Schritten sukzessive mit steigenden lonenstarken extrahiert.

Der erste Uberstand wurde als Fraktion I, die Extraktions-Uberstande mit 5, 15 und 40 mM
Pyro-Phosphat respektive als Fraktionen I, lll und IV bezeichnet. Im Einzelnen wurde wie

folgt unter Eiskihlung bzw. bei 4°C préapariert:

2.14.1 Thorax-Praparation

Ungefahr 350 Thoraces wurden aus vorsichtig in flussigem Stickstoff gemdérserten Fliegen
unter dem Binokular gesammelt, in einem Volumen von 2 ml Waschpuffer gepottert und
10 min bei 10 000 x g zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde als A I-Fraktion auf-
bewahrt und des weiteren die Myofibrillen 3 mal mit Waschpuffer, 2 mal mit Waschpuffer +
Triton, und schlieBlich 2 mal mit Waschpuffer gereinigt (Volumen: jeweils 2 ml), wobei die
Zentrifugationen bei 3 000 x g erfolgten. Die seriellen Extraktionen wurden unter Ruhren fr
20 Minuten mit je 0,5 ml Extraktionspuffer 1, 2 und 3 durchgefiihrt. Die Uberstande der
Zentrifugationen bei 8 000 x g bzw. 15 000 x g nach der letzten Extraktion wurden als A Il —
A IV aufbewahrt.

2.14.2 Cuticula-Praparation

Ungefahr 250 Larven wurden unter dem Binokular langs aufgeschnitten, das Innere ausge-
schabt und die Cuticulae zum Auswaschen in Waschpuffer gesammelt. Vor der Homogeni-
sation wurde dieser Waschpuffer 2 mal Uber eine Fritte entfernt und ausgetauscht. Als L I-
Fraktion wurde der Uberstand eines 1 ml-Homogenats (Potter) nach 10 000 x g-Zentrifuga-

tion aufbewahrt. Die Waschschritte wurden wie bei der Thorax-Praparation, jedoch in einem
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Volumen von 1,5 ml und Zentrifugation bei 10 000 x g (wegen des sehr unkompakten Pel-

lets) durchgefuhrt. Extrahiert wurde in diesem Fall in einem Volumen von je 300 pl und

Zentrifugation bei 20 000 x g. Die Bezeichnung dieser Fraktionen ist analog L I, 11l und IV.
L6sungen:
Waschpuffer: 50 mM NaCl
pH 7,0 15 mM Na,HPO,
1mMDTT
1 mM EDTA
Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2)
Waschpuffer + Triton: 0,5 % (v/v) Triton X-100 in Waschpuffer
Extraktionspuffer 1: 5 mM Na,P,0,
pH 8,0 10 mM Tris
1mMDTT
Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2)
Extraktionspuffer 2: 15 mM Na,P,0;,
pH 8,0 10 mM Tris
1mMDTT
Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2)
Extraktionspuffer 3: 40 mM Na,P,0,
pH 8,0 10 mM Tris
1 mMDTT

Protease-Inhibitoren (s. Kap. 2.6.2)

2.14.3 Phosphorylierungs-Ansatz

Aliquots der Fragmente in Aufbewahrungspuffer wurden Uber Nacht gegen Phosphorylie-
rungspuffer dialysiert und die Proteinkonzentration der dialysierten Proben tber den Brad-
ford-Test (Kap. 2.20) bestimmt, um die Konzentration auf 0,3 mg/ml einzustellen. Die Ansat-

ze und Kontrollen wurden wie folgt pipettiert:
Tab. 2-6: Pipettierschema fir Phosphorylierungs-Versuche

Fragment CcAMP (10x) Ca-EGTA  ATP (10x) Puffer Fraktion Gesamt

(10x)
LMM-P; 30 ul 5ul 5ul 5ul - 5l 50 pl
Kontrolle 1 30 pl 5l 5l 5l 5l - 50 pl
Kontrolle 2 - 5 pl 5l 5yl 30 pl 5ul 50 pl

Nach Start der Reaktion durch Zugabe der entsprechenden Muskelfraktion wurde fir exakt
30 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Reaktion mit 50 pul Harnstoff-Probenpuffer
gestoppt wurde.

Die Proben konnten so bei —20°C aufbewahrt werden. Vor dem Gellauf mit einem Auftrag
von 10 pl dieser Gelproben wurden diese fir 3 min bei 70°C erhitzt.

Die Gele wurden jeweils flur 2 Tage zwischen Zellophanpapier im Luftstrom unter dem Abzug

getrocknet und mit dem Fuji-Bas-System der Fa. Raytest ausgewertet. Die Gele aller Ansét-
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ze wurden 14 Tage nach der Reaktion fur 4 Stunden auf ,Phospho-Imaging“-Platten expo-

niert und lber die TINA-Software analysiert.

Lésungen:
Phosphorylierungspuffer: 0,2 M KCI
pH 7,0 30 mM Glycerolphosphat
10 mM Magnesiumacetat
1,2 mM Theophyllin
1mMDTT
1 mM Natriumfluorid
10fach cAMP-L6sung: 10 mM cAMP in Phosphorylierungspuffer
10fach Ca-EGTA-LOsung: 50 mM CaCl,, 50 mM EGTA in Phosphorylierungspuffer
10fach ATP-Lésung: 1 mM ATP, 2 uCi y-**P-ATP / 5 pl
Harnstoff-Probenpuffer: 4 M Harnstoff
pH 6,8 156 mM Tris

5,5 % (w/v) SDS
12,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
12,5 mM EDTA

2.14.4 Aggregation in vitro phosphorylierter Fragmente

Um einen mdglichen Einfluss der Phosphorylierung auf das Aggregationsverhalten zu unter-
suchen, wurde beispielhaft das Fragment 2-19 wie oben in einem nicht-radioaktiven Ansatz
dreifachen Volumens behandelt, um im Anschlul® durch Dialyse gegen Aggregationspuffer

niedriger lonenstarke zur Aggregation gebracht zu werden. Die Aggregate wurden negativ

kontrastiert.

LOsung:

Aggregationspuffer: 150 mM KCI
10 mM Histidin
2 mM MgCl,

0,02 % (w/v) NaN3

2.15 Negativ-Kontrastierung

Die durch Selbstassoziation geformten Aggregate wurde elektronenmikroskopisch ber die
Technik der Negativ-Kontrastierung untersucht. Hierbei werden Strukturen durch das Auf-
bringen von elektronendichten Schwermetall-Salzen kontrastiert, indem diese sich vorzugs-
weise in Vertiefungen sammeln und durch die Aussparung erhabener Strukturen eine Nega-
tiv-Replika des Objekts formen. Als Trager dienten Kupfernetzchen, auf die ein zuvor separat
hergestellter Kohlefilm aufgebracht wurde. Diesen Film erzeugt man im Vakuum einer Be-
dampfungsanlage durch Abdampfen von Partikeln von einer Kohlelektrode auf ein Glimmer-
plattchen. Er kann auf einer sauberen Wasseroberflache abgeschwemmt werden, um dann

mit auf einem Drahtgitter angeordneten Netzchen "gefischt" zu werden. Um die Hydrophilie
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der Kohleschicht zu gewéahrleisten, wurde diese moglichst unmittelbar vor der Herstellung
der Praparate fur kurze Zeit einer intensiven UV-Strahlung ausgesetzt, die in einer Bedamp-

fungsanlage durch eine sogenannte Glimmentladung erzeugt wurde.

Ein Tropfen der zu untersuchenden L6sung wurde fir ca. 30 sec auf das Netzchen gebracht
das Praparat nach Abklopfen der Suspension mit einigen Tropfen Uranylacetat-Lésung unter
wiederholtem Abklopfen behandelt, getrocknet und so fiir die Elektronenmikroskopie ver-

wendet.

Lésung:
Uranylacetatldsung: 1% (w/v) Uranylacetat (gefiltert; 0,45um Membran)

2.16 Elektronenmikroskopie

Die VergrofRerungsstufen der unterschiedlichen Elektronenmikroskope, die im Rahmen die-
ser Arbeit benutzt wurden, wurden Uber externe Proben kalibriert. Dabei fanden kommerziell
erhéltliche Eichgitter sowie Aggregate von Fibrin Verwendung. Uber diese Kalibrierung wur-
de die Grundperiode der erhaltenen Aggregate bestimmt. Diese schwankt nicht nur zwischen
verschiedenen Objekten einer Praparation, sondern auch innerhalb einer bestimmten Struk-
tur zwischen 14,0 und 14,9 nm. Da der Myosinkopfchen-Abstand in dicken Filamenten von
Insektenmuskeln 14,5 nm betrégt, erscheint eine Festsetzung der prinzipiellen Periode der
Aggregate auf diesen Wert gerechtfertigt. Die Berechnung aller weiteren Abstande und Peri-
oden innerhalb einer gegebenen Struktur, welche anhand von Fourier-Transformationen (s.

Kap. 2.19) vorgenommen wurde, nimmt diesen Netzebenenabstand als Bezugsgrolie.

Alle zu einer quantitativen Auswertung herangezogenen Negative, die diese interne Kalibrie-
rung nicht zulassen, d.h. Bilder von rotationsbedampften Molekilen und kristallinen Struktu-
ren in Bakterien, wurden an einem Philips-EM 410 aufgenommen, dessen PriméarvergréiRe-
rungsstufen Uber ein Eichgitter kalibriert worden waren.

Die Digitalisierung der Negative erfolgte durch Einscannen mit einem Laser-Densitometer
der Fa. Molecular Dynamics mit einer Farbtiefe von 8 bit (d.h. 256 Graustufen) und einer
Schrittweite von 50 um. Molekillangen rotationsbedampfter Proteinpraparationen wurden

anhand so digitalisierter Negative mit Hilfe des Programms ,Image Tool" bestimmt.

2.17 Kristallisationsversuche auf Lipid-Oberflachen

Uber die Kristallisation von Membranproteinen in Lipid-Doppelschichten hinaus werden Lipid-
Monolayer zur Herstellung kristalliner Anordnungen von wasserldslichen Proteinen einge-

setzt (Uzgiris & Kornberg, 1983). Primares Anliegen ist die Ausbildung 2-dimensionaler
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Schichten von Proteinmolekilen auf einer hydrophilen Oberflache, wobei auch Falle be-
schrieben sind, in denen sich makroskopische 3-D-Kristalle zlichten lassen, die eine solche
flachige Anordnung als Nukleationskeim nutzen (Edwards et al., 1994). Der entscheidende
Mechanismus dieser Technik beruht darauf, dass Proteine in der Nahe der Lipid-Wasser-
Grenzflache bis zu Konzentrationen von mehreren hundert mg/ml konzentriert und vororien-
tiert werden (Hemming et al., 1995). Die an der Grenzflache fluide dispergierten Ladungen

erlauben dann eine gerichtete Anlagerung von Molekilen in zun&chst zwei Dimensionen.

Gerade bei filamentosen Proteinkomplexen wie z.B. Aktin-Filamenten (Taylor & Taylor,
1992), die zu einer rdumlichen Bindelung mit geringem Ordnungsgrad neigen, hat sich diese
Technik als sehr effektiv erwiesen, um planare Anordnungen zu erzeugen. Von diesen For-
mationen ist eine verbesserte elektronenmikroskopische Zuganglichkeit zu erwarten als von
3-dimensionalen Strukturen, deren Analyse durch die variable Anzahl von Einheitszellen in

der Projektion erschwert ist (Taylor & Taylor, 1999).

Stehen keine spezifischen Liganden zur Verfigung, die eine auch rdumlich gerichtete Asso-
ziation an die Grenzflache ermdglichen, geschieht die Anlagerung uber ionische Wechsel-
wirkungen an die Ladungen der Lipide und oberflachenaktiver Substanzen wie zum Beispiel
an die positive Ladung des quarternaren Ammoniumions. Eine Monolayer-Schicht eines sol-
chen (variablen) Gemisches wird an der Wasser-Luft-Grenzflache eines Puffertropfens
gespreitet. Nach erfolgter Polymerisation wird diese Schicht mitsamt den aufgelagerten
Strukturen mit einem sogenannten ,l6chrigen* Netzchen (Fukami & Adachi, 1965) gefischt;
die Verwendung dieser Art von Netzchen tragt zur Stabilisierung der aufgelagerten Struktu-
ren im Vergleich zu gewohnlichen kohlebedampften Netzchen bei (Kubalek et al., 1991). Die

Probe wird im Anschluss noch einmal durch einen diinnen Kohlefilm stabilisiert.

2.17.1 Herstellung ,l6chriger* Kohlefilme nach Fukami et al. (1965)

a) Ein Objekttrager wurde mit 0,03 %iger Distearyl-Dimethyl-Ammonium Chlorid-Losung benetzt, auf
4° gekihlt und wieder nach Raumtemperatur transferiert, um feine Kondensationstrépfchen zu bil-
den.

b) Der Objekttrager wurde in eine 0,5 %ige Losung von Cellulose-Acetobutyrat in Ethylacetat ge-
taucht und getrocknet.

¢) Nach Abdampfen des Ldésungsmittels wurde der Plastikfilm in 0,1 M HCI-Lésung abgeschwemmt,
die Kupfernetzchen (400 Maschen) darauf platziert und der gesamte Film mit Parafilm abgenom-
men und getrocknet.

d) Die Netzchen wurden kohlebedampft.

Losungen:
Distearyl-Dimethyl-Ammonium-Chlorid: 0,03 % (w/v)
Cellulose-Acetobutyrat: 0,5 % (w/v) in Ethylacetat

HCI: 0,1M
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2.17.2 Probenvorbereitung

A) Proteinlésungen:

a) Die Proteine in Aufbewahrungspuffer (0,6 M KCI; 10 mM Imidazol pH 7,2; 0,02 % NaNj, Protease-
Inhibitoren) wurden Uber centriplus® bis zu einer Proteinkonzentration von mindestens 2 mg/ml
konzentriert.

B) Lipidlésungen:

a) Zur Handhabung der Lipide und lipidléslichen Stoffe wurde nur Glasware verwendet.
b) Tiefgeklhlte Stammlésungen wurden 1 h bei Raumtemperatur aufgetaut.

c) Die jeweilige Mischung von Ammonium-Salz und Lipid wurde unter dem Abzug hergestellt (typi-
scherweise 30 % (w/w) oberflachenaktive Substanz) und nochmals mit Chloroform 1:1 verdunnt.

Ldsungen:

Dilauryl-Phosphatidyl-Cholin: 1 mg/mlin Chloroform
Didodecyl-Dimethyl-Ammonium-Chlorid: 1 mg/ml

C) PEG:

a) Aus einer 10 %igen (w/v) Stammldsung von PEG (Aufbewahrung: -20°C) in Lipid-Aggregations-
puffer wurde vor jedem Ansatz mit selbigem Puffer auf die gewiinschte Endkonzentration verdinnt.

LOsung:

Lipidaggregationspuffer: 20 mM Tris, pH 7,6
20 mM NacCl
1 mM EDTA

0,02 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,05 % (w/v) NaN3

2.17.3 Kristallisationsansatz

Auf einer Teflonoberflache wurden die Proben in Vertiefungen mit 5 mm Durchmesser und 1

mm Tiefe angesetzt.

a) Die Kavitaten wurden mit 30 ul in Lipid-Aggregationspuffer beschickt und 1 pl Lipidldsung wird mit
einer Hamilton-Spritze auf die Oberflache aufgebracht; das Chloroform wurde in 10 min bei Raum-
temperatur abgedampft.

b) Die Kristallisation erfolgte bei 4°C im Kihlraum:

c) 1 pl der Proteinlésung wurde mit einer Hamilton-Spritze unter die Oberflache injiziert und der An-
satz wird zwischen 3 h bis zu mehreren Tagen inkubiert.

d) Die Teflonplatten wurden in einer mit Parafilm abgedichteten Glaskammer aufbewahrt.

2.17.4 Probennahme

Die Monolayer wurden vorsichtig mit den Lochfolien-Netzchen vom Tropfen gefischt, mit
Uranylacetat fixiert und kontrastiert und 10 min in der Kélte freihdngend an der Pinzette ge-
trocknet. Abschliel3end wurden die Proben mit einer Kohleschicht stabilisiert.
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LOsung:

Uranylacetat : 1% (wiv)

2.17.5 Elektronenmikroskopie

Die hier prasentierten Bilder wurden an einem Philips CM 120 bei einer Beschleunigungs-
spannung von 80 kV und PrimarvergrolRerungen zwischen 30 000fach und 65 000fach auf-

genommen.

2.18 Beugungsexperimente

Eine Vorauswahl und Charakterisierung einzelner EM-Aufnahmen wurde durch optische
Beugung mit Hilfe institutsinterner Eigenkonstruktionen von Laser-Banken vorgenommen.
Die Bearbeitung und Prozessierung digitalisierter Bilder (s. Kap. 2.17) erfolgte an Beugungs-
bildern, die durch elektronische Fast-Fourier-Algorithmen mit der Software CRISP (Windows;
Version 2.0) erstellt wurden. Lediglich das Diffraktionsmuster in Abb. 3-26 A wurde mit der
Software ,spectra“ an einer Unix-Station erstellt. Filterungsoperationen wurden, wenn nicht
anders vermerkt, mit automatisierten Funktionen dieser Programme durchgefiihrt, die eine
Definition von Einheitszellen-Dimensionen erlauben. Diese Operationen unterdriicken das
Rauschen und reduzieren das Bild auf die entsprechenden, periodisch wiederkehrenden
Strukturen. Wenn eine Kombination von Einzelpunkten zur Filterung herangezogen wurde,
ist sowohl deren Lage als auch die Gré3e der entsprechenden FFT-Regionen (Pixel um das
Zentrum des Beugungspunktes) als Maskengrof3e angegeben. Die dargestellten Dichtemus-
ter sind ebenfalls Uber Programmfunktionen erstellt. Sie stellen ein gemitteltes Farbungs-
muster der gewahlten Einheitszelle dar und kénnen entweder ohne Wertung (Mehrzahl der
dargestellten Falle) oder nach automatischer Bestimmung der Wahrscheinlichkeit einer be-
stimmten Symmetrie durch das Programm dargestellt werden. Als Mittelungen unterscheiden
sie sich damit grundlegend von inversen FFTs, die das gesamte Bild unter Ein- oder Aus-

schluss bestimmter Strukturen filtern und rekonstruieren.

2.19 Quantitative Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration einer Probe wurde mit dem Bradford-Test (Bradford, 1976) be-
stimmt. Da sich das Farbeverhalten einer gegebenen Stammlésung im Laufe der Zeit veran-
dert, wurde zu jedem Test eine Standardkurve mit einer BSA-L&sung erstellt. Hierfir wurden
in Dreifachansatzen je 100 ul einer Verdiinnungsreihe zwischen 6,25 pg/ml und 200 pg/ml
BSA in NaCl-Ldsung sowie ein entsprechender Blindwert mit 1 ml Farbereagenz (Stammlé-

sung 1:5) versetzt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, und deren Extinktion bei 595 nm
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photometrisch bestimmt (Abb. 2-2). Gleichzeitig wurden unterschiedliche Volumina der zu
bestimmenden Proben (Bilanz zu 100 pl mit H,O) in Doppelansatzen gegen entsprechende
Pufferproben getestet . Es ist aus Abb. 2-2 zu ersehen, dass die Farbreaktion nur Uber einen
begrenzten Bereich bis 10 pg Protein/Ansatz linear verlauft, so dass nur Ergebnisse ausge-

wertet wurden, die in diesen Abschnitt fielen.

1,0 - -
f(x)= 0,05933 x
0,8
8 0,6
w
0,4 -
0,2
00 F——""—7T T T 1
0 5 10 15 20
Hg BSA/Ansatz
Abb. 2-2: BSA-Standardkurve zum Bradford-Test
Ldsungen:
Stammlésung: 100 mg Coomassie Brilliant Blau G-250
50 ml Ethanol 95 % (v/v)
100 ml Phosphorséaure 85 % (w/v)
50 ml H,0O
NaCl-Lésung: 150 mM NacCl

2.20 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Charakterisierung einzelner Teilschritte der Proteinpraparationen und zur Demonstration
der Reinheit isolierter Proteine wurde die diskontinuierliche Elektrophorese mit dem SDS-

Puffersystem nach Lammli verwendet (Laemmli, 1970).

2.20.1 Probenvorbereitung

Wenn keine den Gellauf stérenden Komponenten wie zum Beispiel KCI in héheren Konzen-
trationen oder ein hoher Gehalt an Lipiden im Probenmaterial vorlagen, wurde die Proteinl6-
sung mit zweifach konzentriertem Probenpuffer 1:1 verdinnt und 4 min im kochenden Was-

serbad erhitzt. Bei Anwesenheit von interferierenden Substanzen wurden die Proteine zuvor



Material und Methoden 67

mit TCA (72 %) in einer Endkonzentration von 10 % geféllt, indem die Probe 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, das Préazipitat in 2 min bei 10 000 g abzentrifugiert und das Pellet
mit 1/10 des gewlinschten Endvolumens an 0,5 M Tris-Base neutralisiert wurde. Die Proteine
wurden resolubilisiert, indem sie zunachst in zweifach konzentriertem Probenpuffer bei 80°C
bis zur vollstandigen Auflosung des Pellets inkubiert wurden. AbschlieRend wurde mit H,O
das entsprechende Endvolumen eingestellt und die Probe wie oben 4 min im kochenden
Wasserbad erhitzt. Diese Vorgehensweise wurde auch zur Aufkonzentrierung von Proben
mit sehr geringem Proteingehalt angewendet, wobei die Inkubationszeit mit TCA dann auf
10-15 min verlangert wurde. So hergestellte Gelproben kdnnen bei -20°C gelagert werden.
Da hier groRtenteils mit Bakterien-Lysaten und Proteinlésungen hoher KCI-Konzentration

gearbeitet wurde, kam vorwiegend letzteres Verfahren zur Anwendung.

2.20.2 Gellauf

Fur die Herstellung der Gellosungen wurde 4fach konzentrierter Sammel- bzw Trenngel-
Puffer und eine 30 %ige Acrylamidstammlésung zu einem der gewiinschten Endkonzentrati-
on entsprechenden Anteil verwendet. Es kamen Trenngele von 7,5 %, 10 % und Gradien-
tengele von 5-15 % zum Einsatz; Sammelgele wurden 4 %ig angesetzt. Die Polymerisation
wird Uber Zugabe des Katalysators TEMED und des Radikalkettenstarters APS (Menge je
nach Volumen und Acrylamidkonzentration der Gellésung, z.B. je 30 ul fir 8 ml einer 7,5
%igen Ldsung) in Gang gesetzt, und gegossene Trenngele mit H,O bis zur Auspolymerisati-
on Uberschichtet. Die Gele wurden im "Minigel"- oder Grol3gel-MaRstab in Apparaturen der
Firmen LKB oder Bio-Rad gefahren. Die Elektrophorese wurde diskontinuierlich bei konstan-
ten Stromstarken von 10 mA und 15 mA in Sammel- bzw. Trenngel im Falle 0,75 mm dicker
"Minigele" oder 25 mA und 40 mA bei Verwendung von 1,5 mm dicken Grof3gelen durchge-
fuhrt. Die Wanderung des im Probenpuffer enthaltenen Bromphenolblau-Farbstoffes macht
den Fortschritt der Elektrophorese beobachtbar. Fixierung und Anfarbung der Proteine er-
folgte mit Farbeldsung fur 30 min, bevor abschlie3end die Gelmatrix mit 7 %iger Essigsaure
unter mehrfachem Wechsel entfarbt wird.

Die Trenneigenschaften der Gele wurden uber Molekulargewichtsstandards der Firmen No-
vex (Mark12) und Sigma (HMW-, LMW-Standard) kalibriert.

Losungen:
Fallungsreagenz: 72 % (w/v) Trichloressigsaure
Neutralisierungslosung: 0,5 M Tris-Base
2fach-Probenpuffer: 125 mM Tris-HCI

pH 6,8 4 % (wlv) SDS

20 % (v/v) Glycerin
0,002 % (w/v) Bromphenolblau
200 mM Dithiothreitol (DTT)
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Acrylamid-Stammldsung:

4fach Trenngelpuffer:
pH 8,8
4fach Sammelgelpuffer:
pH 6,8
APS-L6sung (frisch):
Elektrodenpuffer:
pH ~8,3

Farbeldsung:

Entfarber:

30 % (w/v) Acrylamid

0,8 % (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid
1,5 M Tris-HCI

0,4 % (w/v) SDS

0,5 M Tris-Cl

0,4 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
25 mM Tris (untitriert)

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

0,25 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau G-250
50 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

7 % (v/v) Essigséaure
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen Vektorsystemen versucht,
Fragmente des LMM aus Insektenmuskeln zur Uberexpression in E.coli zu bringen. Dabei
erweist sich das pET-System als Expressionsvektor der Wahl, um LMM-Material in grofRen
Mengen herzustellen, bei gleichzeitiger Option einer einheitlichen Reinigungsmethode fur
jedweden Abschnitt des aggregationsfahigen Myosinabschnittes. Vorgestellt werden hier

beispielhaft verschiedene Stadien der Vorbereitung und Manipulation der Plasmid-DNA.

In einem Pilot-Klonierungs-Ansatz war festgestellt worden, dass unter Verwendung dieses
Vektors unterschiedliche Expressionsprodukte von E.coli-Zellen translatiert wurden (vgl.
Kap.3.2). Als Ursprung dieses Effekts konnte die unterschiedliche Frequenz einzelner Co-
dons ("codon usage") in pro- und eukaryotischen Zellen und die damit einhergehende diffe-
renzielle Expression entsprechender t-RNA-Populationen identifiziert werden. Bedingt durch
vergleichsweise niedrige Level bestimmter t-RNAs kann die Translation an kritischen Stellen
nicht korrekt fortschreiten; Fehlprodukte sind die Folge. Im hoch syntheseaktiven T7-System
war somit ein Austausch von kritischen Codons durch Mutation unumgéanglich:

Zur Mutation wird Einzelstrang-DNA bendétigt, die als template fur die Synthese des modifi-
zierten Zweitstrangs fungiert, wobei die Mutation tber entsprechende Primer eingefiihrt wird.
Diese Einzelstrang-DNA wird mit Hilfe von Phagen hergestellt, die einen spezifischen Repli-
kationsursprung innerhalb eines Plasmids nutzen und die einstrangigen Produkte an die Fol-
gegeneration weitergeben. Plasmide, wie pUC119, die diese Moglichkeit bieten, werden als
Phagemide bezeichnet. Zur Mutation eines Tandems seltener Arginin-Codons und einer lo-
kalen "Haufung" zweier entsprechender Codons am 3"-Ende der Sequenz wurde der fur das
gesamte LMM kodierende Bereich in das pUC119-Phagemid umkloniert. Abb. 3-1 A zeigt die
verschiedenen Stadien der Préparation dieses 2 kB-Fragments. Das Bgl Il / Eco R I-insert
wurde in die multiple cloning site des Vektors unter Verwendung der BamH | (gleiche Uber-
hangsequenz wie Bgl Il) und Eco R I-Schnittstelle kloniert. Der korrekte Einbau wurde durch
Restriktionsanalyse einiger Klone mit Enzymen sichergestellt, deren Schnittstellen innerhalb
und auf3erhalb des inserts liegen (nicht dargestellt).
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Abb. 3-1: DNA-Manipulationen: Subklonierung und Mutationsanalyse

A: Reinigung eines 2 Kilobasen (kB)-Fragments kodierend fiir die gesamte LMM-Region des embryo-
nalen Myosins (einschlieBlich Exon 19): A: Hind Ill-verdauter A-DNA-Marker; a: linearisierter Vektor
CD305 nach erstem Verdau mit Eco R I; b: Fragmente nach zweitem Verdau mit Bgl Il; c: gereinig-
tes 2 kB-Fragment; 1 kB: Marker

B: Restriktionsanalyse verschiedener Klone des mutierten pUC-LMM-Vektors: Detektion der neu ent-
standenen Eae |-Schnittstelle nach Mutation seltener Codons in Exon 19: ctrl: pUC-LMM vor Muta-
tion; verschiedene Klone, nummeriert; 1 kB: Marker. Die Markierung (Gabel) zeigt die Aufspaltung
des 163 bp-Fragments; die Spaltprodukte sind schwach, v.a. bei Klon #9 zu erkennen.

C: Restriktionsanalyse des Klons pUCLMM # 12: Detektion der Nae I-Schnittstelle nach Mutation des
Tandems seltener Codons in Exon 17 und Hind IlI-Verdau; ctrl: pUC-LMM vor Mutation; 1 kB: Mar-
ker

Die Produkte eines Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese-Ansatzes sind natirlicherweise
Heteroduplices von Original- und mutierter Sequenz. Eine der effizientesten Methoden zur
Erh6hung der Ausbeute an positiven Klonen ist die Kunkel-Methode, die auf der Diskriminie-
rung Uracil-haltiger Original-DNA in Wildtyp-E.coli beruht (Kunkel et al., 1987). Das Original-
Protokoll, das einen Einbau der Zielsequenz in Phagen-DNA vorsieht, kann durch Verwen-
dung von Phagemiden vereinfacht werden. Ein in einem "Kunkel-Stamm" (Uracil-DNA-
tolerant; hier RZ 1032) angezogenes Phagemid weist bei entsprechenden Kulturbedingun-
gen einen hohen Gehalt an Uracil auf. Die Effizienz der "Uracilisierung" des hier angezo-
genen pUC-LMM-Phagemids (vgl. Kap. 2.4.1.2) wurde durch eine Parallel-Transformation in
einen Uracil-toleranten und —diskriminierenden Stamm bestimmt, wobei die Kompetenz der
Bakterien-Chargen mit Hilfe eines Vergleichsplasmides normiert wurde. Die erreichte 20fach
hohere Propagierung der U-DNA im Kunkel-Stamm ist dabei ausreichend, um die derartig
vorbereitete DNA in Einzelstrang-template (Superfektion von Helfer-Phagen: s. Kap.: 2.4.1.3)
umzuwandeln und im Anschluss an die Mutagenese eine effiziente Propagierung des mutier-

ten Stranges zu gewahrleisten.

Insgesamt wurden vier seltene Codons in einem kombinierten Ansatz mit Hilfe zweier muta-
gener Primer umgewandelt. Dabei sind die Primer so konzipiert worden, dass bei erfolgter
Punktmutation gleichzeitig eine neue Restriktionsstelle entsteht; dies erlaubt ein einfaches
Restriktions-screening. Die Charakterisierung der resultierenden Klone vollzieht sich in drei
Schritten: Nach Uberprifung der erfolgreichen Entfernung der AGG AGG-Doublette durch
Nae I-screening werden positive Klone auf die Anwesenheit der Mutationen im Exon 19-Be-
reich (Eae I-screening; Abb. 3-1 B) getestet. Abb. 3-1 C zeigt das 474 bp-Fragment nach
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Nae I-Verdau, das korrektes priming an der Zielsequenz nachweist. Fehl-priming an unspezi-
fischen Stellen wiirde sich durch die Anwesenheit weiterer Fragmente bzw. von Fragmenten
unvorhergesagter GroRe dulRern. Die Uberpriifung von insgesamt 20 Klonen ergab in 8 Fal-
len derartige Effekte, 4 Plasmide wiesen die Nae I-Schnittstelle an der gewiinschten Zielse-

guenz auf, wahrend in allen Gbrigen Féllen keine Mutation zu detektieren war.

Die Verifizierung der Mutationen im Exon 19-Bereich ist durch das komplexere Banden-
muster bei Eae I|-Verdau und die Tatsache erschwert, dass das nach erfolgter Mutation
spaltbare Fragment relativ klein ist; letzteres fuhrt zu sehr schwachen Banden. Die Eae I-
Analyse dreier der oben erwéhnten Nae I-positiven Klone ist in Abb. 3-1 B dargestellt. Die
Spaltprodukte von 71 und 92 Basenpaaren sind speziell im Falle des Klons #12, der letzt-
endlich fur die Sequenzierung und alle nachfolgenden Schritte verwendet wurde, erwar-
tungsgemal recht schwach zu erkennen; im Original sind diese zweifelsfrei auszumachen.
Zwei Klone mit den Bezeichnungen pUCLMM-4A # 9 und 12 waren fur beide Mutationen mit

den Vorhersagen entsprechenden Bandenmustern positiv.

Die Ubereinstimmung der Sequenz des Klons #12 mit der von George et al. (1989) publizier-
ten wurde durch Sequenzierung Uberprift. Ausschnitte der Sequenziergele, aus denen die
beschriebenen Mutationen von Arginin-Codons abzulesen sind, sind in Abb. 3-4 A und B
dargestellt. Das AGG AGG-Tandem wurde erfolgreich zu CGC CGG gewandelt, die AGG
bzw. AGA-Codons im Exon 19 zu CGG respektive CGA.

Dieses Plasmid wurde nunmehr als template fir die PCR-Amplifikation definierter Abschnitte
der Insekten-LMM-Sequenz eingesetzt. Bedingt durch die vorgegebenen Hybridisierungs-
sequenzen und die Klonierungsstrategie steht fiir das Primer-Design bei dieser Art der An-
wendung kaum Raum zur Manipulation zur Verfigung. Daher muss die Amplifizierungsreak-
tion in Bezug auf Ausbeute und Reinheit tiber die PCR-Bedingungen optimiert werden. Diese
Optimierung ist in Kap. 2.1.3 beschrieben. Die Aufarbeitung der Produkte fiir die spezielle
Klonierungsweise in den pET-Vektor involviert 2 Reinigungsschritte, namlich die praparative
Gelelektrophorese des gesamten PCR-Ansatzes und die DNA-Isolierung aus dem BamH I-
Verdau der downstream gelegenen Klonierungsstelle. Im Ergebnis erhalt man unter den hier
verwendeten Bedingungen reine inserts (Abb. 3-2) in Quantitaten von 400 bis 600 ng Ge-
samt-DNA. Die Ausbeute ist dabei von der Rate an Fehl-priming bei einer gegebenen Hybri-
disierungs-(annealing-) Temperatur abhangig. Sie ist also insofern fragmentspezifisch, als
die Anwesenheit homologer Sequenzen bei einer bestimmten annealing-Temperatur die
Spezifitéat der Hybridisierung beeinflusst. In Abb. 3-2 sind jeweils gleiche Mengen der unter-
schiedlichen insert-Praparationen aufgetragen. Die drei kleinsten Fragmente wurden im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Die korrekte Gro3e der Fragmente von ca.
600 bp, 1200 bp und 1800 bp lasst sich durch Vergleich mit dem Marker nachvollziehen. Da

alle Proben in gleicher Weise aus dem PCR-Ansatz aufgearbeitet wurden, lasst sich hier
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auch ein Umstand ablesen, der schon indirekt bei der Beschreibung der Optimierung der
Versuchsbedingungen angeklungen war: Fir das Fragment 3-19 ist die geringste Ausbeute
zu verzeichnen; dies ist die Folge der vergleichsweise hohen Fehl-priming-Frequenz des

upstream-Primers fur dieses Fragment.

Abb. 3-2: Gereinigte und geschnittene PCR-Produkte fur alle Fragmente: einsatzbereite inserts;

Auftrag: entspricht 1/5 des urspriinglichen PCR-Ansatzes von 100 pl.
a: insert "1"; b: insert "3-19"; c: insert "3-18"; d: insert "3-1"; e: insert "2-19"; f: insert "2-18"; g: insert "2-1";
h: insert "1-19"; i: insert "1-18“; 1 kB: DNA-Marker

Nach ersten Erfahrungen mit der Klonierung von inserts, die eine Ligation stumpfer Enden
beinhaltet, war festgestellt worden, dass der blicherweise verwendete leichte molare Uber-
schuss von insert gegeniiber dem Vektor in einer relativ geringen Ausbeute an positiven
Klonen resultiert. Daher wurde fiir die Ligationen in den pET-Vektor ein méglichst hohes mo-
lares Verhaltnis insert:Vektor zwischen 6:1 bis zu 30:1 eingesetzt. Dies zahlte sich insofern
aus, als in allen Fallen (bei einer Gesamtzahl von 63 getesteten Plasmiden fir 9 verschiede-
ne Fragmente) eine Rate positiv getesteter Klone von mindestens 50 % pro Fragment erzielt
werden konnte. Im Durchschnitt trugen % der Klone das insert in korrekter Orientierung mit
vollstandig wiederhergestellten Restriktionsstellen fur Nde | und BamH | (Abb. 3-3 A). Das
Gel zeigt freigesetzte inserts fiir die Fragmente 3-19 und 3-18 in der korrekten Gréf3e von ca.
1,8 kB.

Bei Verwendung verschiedener Restriktionsstellen zur Klonierung sind prinzipiell ungerade
Vielfache von inserts moglich, jedoch sehr unwahrscheinlich, wenn es sich wie hier einseitig
um eine "blunt end"-Fusion (Ligation stumpfer Enden) handelt. Multipler Einbau wrde sich in
einer Uberproportionalen Bandenintensitat des inserts duf3ern und wurde in keinem Fall beo-
bachtet. Es konnte im recht weiten Bereich molarer Verhaltnisse (insert:Vektor) keine ein-
deutige Abhangigkeit zur Zahl positiver Klone festgestellt werden, jedoch rangierten Quotien-
ten von 6:1 bis 10:1 am unteren Ende von 50 % der Ausbeute-Skala. Die kleineren inserts
wurden deutlich effektiver eingebaut, was auf den geringeren Freiheitsgrad der Bewegung

nach Hybridisierung der ersten Schnittstelle zuriickzufiihren sein durfte.
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Ein Initial-screening mit dem unabhéngig von den Klonierungsstellen schneidenden Enzym
Hind Il (vgl. Abb. 3-1 C; entspricht der Gesamtfraktion insert-tragender Plasmide) erlaubt
durch den Vergleich mit dem Nde I-Bam HI-Verdau eine Aussage uber den Anteil an Hybri-
den, bei denen die Schnittstellen nicht korrekt wiederhergestellt sind: in 12,5 % aller Falle
fuhrte die Ligation zu fehlerhafter Basenabfolge an einer der beiden Klonierungsstellen (Abb.
3-3 A a und d), mit hoher Wahrscheinlichkeit am Nde I-Ende.

A B :
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Abb. 3-3: Restriktions-Screening

A: Expressionsplasmide:
Nde I-BamH I-Doppelverdau von Klonen nach Transformation eines Ligationsansatzes; Einsatz:
100 ng Plasmid; A, 1kB: DNA-Marker; a-f: Klone 3-19 # 1-6; g-j: Klone 3-18 # 2-5
B: Serin->Glutamat-Mutation am Beispiel 1-19->1-19G:
Aat Il- Verdau von Klonen nach Transformation eines in vitro-Mutagenese-Ansatzes; Einsatz: 100

ng Plasmid; A, 1 kB: DNA-Marker; a: Negativ-Kontrolle: pET-Vektor; b-k: Klone 1-19G # 1-10; I:
Positiv-Kontrolle: Klon 1-19 # 4; o: ringférmige Plasmid-Form; s: supercoil Plasmid-Form

An den so flr die Expression einsatzbereiten Vektoren, die das Exon 19 beinhalten, wurde in
einem letzten Mutationsschritt ein Austausch eines Serin- gegen ein Glutamat-Codon vorge-
nommen. Da es sich bei den pET-Vektoren ebenfalls um Phagemide handelt, ist dies nach
demselben Prinzip wie der Arginin-Codon-Austausch durchfiihrbar. Es wurde also grund-
satzlich in gleicher Weise vorgegangen. Die geringeren Ausbeuten an ss-DNA im Vergleich
zu den Préparationen des pUC-Derivats wurden durch Aufarbeitung von entsprechend gro-
Reren Kulturmengen kompensiert. Im Unterschied zu den oben beschriebenen Mutationen
war es hier nicht méglich, einen "Positiv'-Restriktionstest einzuftihren. Jedoch verschwindet
bei erfolgter Mutation eine Schnittstelle fir das Enzym Aat I, fir das dann weder im insert
noch im Vektor eine Zielsequenz vorhanden ist, d.h. mutierte Plasmide kdnnen nicht mehr
mit diesem Enzym linearisiert werden. Allerdings kénnen Fehl-primings, die im oben be-
schriebenen Fall zu zusatzlichen Schnittstellen (und damit Fragmenten) fihren, mit diesem
screening-Test nicht detektiert werden. Ein Fehl-priming ist zwar vergleichsweise unwahr-
scheinlich, da der betreffende Bereich sich auRerhalb der starker homologen repetitiven
LMM-Sequenzen in einer fir einen ,random coil“ (zufallige Sekundarstruktur) kodierenden
Domane befindet. Trotzdem wurde zur zusatzlichen Absicherung das Primer:template-

Verhéaltnis in diesen Ansatzen von 20:1 auf 3:1 reduziert, um die Wahrscheinlichkeit einer
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unspezifischen Hybridisierung des mutagenen Primers weiter zu vermindern. Abb. 3-3 B
zeigt die Restriktionsanalyse von Klonen aus einem Ansatz zur Mutation des Fragments
1-19. Positive Klone (Abb. 3-3 B e und j) weisen ein fir nicht linearisierte Plasmide typisches
Wanderungsverhalten auf, das dem der Negativ-Kontrolle entspricht (diese zeigt wegen des
fehlenden inserts eine geringere Grol3e). Dabei hat ein ringférmiges Plasmid eine im Ver-
gleich zur linearisierten Form geringere Mobilitat, die "supercoil’-Form (Uberspiralisiert) der
DNA eine hohere. Deutlich zu erkennen ist ein geringer Anteil von ringférmigem Plasmid
auch in der Positiv-Kontrolle (Abb. 3-3 B 1), was anzeigt, dass der Verdau nicht vollstdndig
abgeschlossen ist. Ein unvollstandiger Schnitt kann zu einem sogenannten "nick" (einseitige
Spaltung der Phophodiesterbriicke) fihren, was das supercoiling der DNA auflgst.

Mit diesem Test stellten sich fir das Fragment 3-19G vier von zwo6lf untersuchten Klonen als

positiv heraus, fur 2-19G entsprechend zwei von zwo6lf und fir 1-19G zwei von zehn Klonen.

Alle zur Expression eingesetzten Plasmide wurden abschlieRend sequenziert. Die zuletzt
beschriebene Mutation ist in Abb. 3-4 C dargestellt.
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Abb. 3-4: Sequenzierung der Mutationen: Autoradiographien der 35S—Sequenziergele; Leserichtung
vom Primer aus: unten nach oben; Balken=Tripletts

A: Mutation zweier seltener Codons im Exon 19 (antisense-Primer):
oben: CCT => CCG ; sense: AGG => CGG (Arg => Arg)
unten: TCT => TCG ; sense: AGA => CGA (Arg => ArQ)
B: Mutation der Doublette zweier seltener Codons im Exon 17 (sense-Primer):
AGG AGG => CGC CGG (Arg-Arg => Arg-Arg)
C: Serin-Glutamat-Mutation im Exon 19 (antisense-Primer)
GGA => CTC ; sense: TCC => GAG (Ser => Glu)
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3.2 Expression

Die rekombinanten Herstellung von LMM-Fragmente in moglichst unveranderter Form wurde
Uber unterschiedliche Vektorsysteme versucht. Die Notwendigkeit, verschiedene Expressi-
onsvektoren einzusetzen, hatte sich aus dem Umstand ergeben, dass einzelne Fragmente
durch die Ublicherweise zur Prozessierung von Fusionsproteinen verwendeten Proteasen
unspezifisch degradiert wurden. Weder fur die Kollagenase noch fir den Blutgerinnungsfak-
tor Xa konnte durch Variation von Enzym:Substrat-Verhaltnissen und Pufferbedingungen

eine ausschlief3liche Spezifitat fir die Zielsequenz erreicht werden.

Im Falle der Enterokinase-Behandlung konnten zwar die Verdauungsbedingungen so opti-
miert werden, dass reine Endprodukte korrekter GroRe entstanden, jedoch war die Ausbeute
(getestet fiur das Fragment 3-19) sehr gering. Wegen hoher Verluste durch Prazipitation un-
ter Niedrigsalz-Bedingungen (10 mM Imidazol pH 6,5; 0,2 mM CacCl,, 0,02 % NaN3), sowie
nicht gespaltenes Fusionsprotein wurden die Arbeiten mit diesem System eingestellt.

Ein Plasmid, das auf die Expression von Fusionsproteinen mit hoher Translationseffizienz
ohne Einsatz von Proteasen spezialisiert ist, ist der pET-Vektor (Studier et al., 1990; Studier
& Moffatt, 1986). Er erlaubt die Herstellung groRer Mengen an Protein durch das unabhangig
von der Transkriptionsaktivitat des Wirtsorganismus ablaufende T7-Promotor-Polymerase-
System. Allerdings verbleiben, will man die Mdglichkeit einer Affinitatsreinigung fir alle zu
exprimierenden Fragmente nicht verlieren, zusatzliche Aminosauren am Endprodukt. So
nutzt dieses System das kleinste bekannte Affinitats-tag, das aus 6 Histidin-Resten besteht,
die an teilchelatierten Nickelionen kokomplexieren kénnen. Es werden fir spezielle Anforde-
rungen an die Expression eine ganze Palette von geringfugig unterschiedlichen Vektoren
angeboten (Fa. Novagen), von denen hier ein Phagemid mit der Bezeichnung pET 23a(+)
eingesetzt wurde, das das Histidin-tag C-terminal kodiert. Aus theoretischen Uberlegungen
sollten sich etwaige Uberhangsequenzen am N-Terminus der LMM-Fragmente befinden; es
wurde jedoch dieser Vektor eingesetzt, da unter Verwendung des entsprechenden pET-
Vektors noch zusatzliche Aminosauren (hervorgerufen durch die multiple cloning site) inser-
tiert wirden. Das Histidin-tag sowie das Stop-Codon, das ein Durchlesen in Richtung der
vektoreigenen Histidinabfolge verhindert, wurden somit in den upstream bzw. downstream-

Primer eingebaut.

Erste Expressionsversuche mit dem pET-Vektor brachten ein zunachst Uberraschendes Er-
gebnis: Auch hier wurde eine Reihe von Produkten erhalten (Abb. 3-5 A). Die Abbildung
zeigt den Induktionsverlauf fur die Expression des Fragments 3-18 anhand von Lysatproben.
Deutlich zu erkennen ist der kontinuierliche Anstieg des Levels einer Kombination aus meh-
reren Proteinbanden bis zu einer Induktionszeit von 4,5 h, bevor diese nach Ubernacht-
Kultur wieder verschwinden. Kann man bis zum Zeitpunkt t = 4,5 h noch nicht ausschliel3en,

dass es sich mdglicherweise um eine parallele Akkumulation von Ziel- und Wirtsproteinen
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handelt (die Kultur wird in der exponentiellen Wachstumsphase induziert), so ist das Ver-
schwinden in ausgedehnter Kultur schon ein deutliches Zeichen dafiir, dass es sich um Pro-
dukte des klonierten Genabschnitts handelt. Wird der Selektionsmarker Ampicillin im Laufe
der Kultur durch b-Laktamase-Aktivitdt aufgebraucht, so werden Kulturen sukzessive von
nicht Plasmid-tragenden Zellen Gberwachsen.

Eine mdgliche Erklarung fir das Auftreten multipler Expressionsprodukte ist ein intrazellula-
rer proteolytischer Abbau. Da schon einige Erfahrung mit der Expression dieser Proteine in
E.coli gesammelt, ein derartiger oder vergleichbarer Effekt jedoch nicht beobachtet worden
war, konnte diese Moglichkeit als unwahrscheinlich eingestuft werden. Auch ist nicht voll-
standig auszuschlie3en, dass die Translation in unspezifischer Weise an internen Stellen
initiiert wurde, da erstmalig mit einer E.coli-fremden Polymerase-Vektor-Kombination gear-
beitet worden war. Auch diese Mdglichkeit scheint aufgrund der grof3en Molekulargewichts-
unterschiede sehr unwahrscheinlich, und wirde dartiber hinaus zum Verlust des Histidin-
tags fuhren. Sowohl unspezifische Initiation als auch N-terminale Proteolyse lieRen sich
durch Aufreinigung des Fragments (Abb. 3-5 B) und damit den Nachweis der Anwesenheit

des tags ausschlief3en.
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Abb. 3-5: Expression von 3-18 vor Mutation seltener Codons; 7,5 % SDS-Maxi-Gele

A: Zeitverlauf der Expression des Fragments 3-18
Lysatproben, Auftrag entspricht einem Kulturvolumen von 20 pl; Stunden nach Induktion

B: Nickel-Affinitats-Reinigung des Fragments 3-18
Lys: Lysat nach 4 Stunden Induktion; Du: Durchlauf der Saule; El: Eluat der Saule
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Abb. 3-5 B zeigt Proben der affinitdtschromatographischen Aufarbeitung des Fragments
3-18. Die Stadien der Praparation zeigen das Triplett-Bandenmuster aus zwei stérkeren
Banden, die eine schwachere einrahmen. Die Tatsache, dass sdmtliche auch im Lysat pro-
minente Banden an die Affinitatssédule binden (vgl. Lysat- und Eluat-Proben) zeigt nicht nur,
dass es sich tatsachlich um Plasmid-kodierte Proteine handelt, sondern auch, dass deren
Histidin-Cluster intakt ist. N-terminale Proteolyse konnte also als Mdglichkeit ausgeschlossen

werden.

Es mussten nun also Schwierigkeiten bei der Translation als Ursache fiir das Auftreten meh-
rerer Produkte in Betracht gezogen werden. Eine bekannte Komplikation bei der heterologen
Expression ist die differentielle Nutzung einzelner Codons fir Arginin in pro- und eukaryoti-
schen Zellen. Sie kann dazu fuhren, dass der entsprechende t-RNA-Mangel an kritischen
Stellen - insbesondere bei Auftreten einer Doublette (Tandem) seltener Codons - Fehltrans-
lationen verursacht. Neben einem madglichen kompletten Abbruch kommt es dabei zu Ver-
schiebungen des Leserasters (Gursky & Bibilashvili, 1994), indem ein oder zwei Nukleotide
tibersprungen werden (,frameshift*). Eine Tandem-Wiederholung des seltenen AGG-Codons
ist bei Nukleotid# 19599-19604 der Sequenz nach George et al. (1989) lokalisiert. Der Effekt
eines frameshifts auf die Kettenldnge des Fragments 3-18 (Auftreten von Stopp-Codons)
lasst sich leicht simulieren. Die hier (Abb. 3-5 B) zu beobachtenden Molekulargewichtsunter-
schiede von 11 und 6 kDa entsprechen in sehr guter Naherung den Vorhersagen (10,5 und
6,6 kDa) unter der Annahme von Leseraster-Verschiebungen am kritischen zweiten Codon
der Doublette um 1 Nukleotid (unterste Bande des Tripletts) bzw. 2 Nukleotide (mittlere,
schwéchere Bande) und Originalraster (obere Bande).

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden die in Kapitel 2.4.1 beschriebenen stillen (ohne
Veranderung der Aminosauresequenz) Punktmutationen an der Originalsequenz vorgenom-

men.

3.3 Charakterisierung der LMM-Fragmente

3.3.1 SDS-PAGE

Schon die ersten Klonierungsversuche demonstrierten die erstaunliche Effizienz des pET-
Systems bei der Uberexpression von LMM-Fragmenten (Abb. 3-5). Das Auftreten aberranter
Translationsprodukte konnte schlie3lich durch Entfernung des Tandems seltener Arginin-
Codons lber gezielte Mutagenese unterbunden werden Die Lysatproben von Testkulturen in
Abb. 3-6 belegen den hohen intrazellularen Level an exprimierten Proteinen, hier sogar vor
einem vergleichsweise erhdhten Hintergrund an E.coli-eigenen Proteinen. Mit Ausnahme der

Fragmente 2-18 (40 %) und 3-1 (46 %) liegen in diesen Proben die Anteile am Gesamtprote-
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in bei einheitlichen 55 %. Dies ist ein Wert, der schon weit tber oder an der oberen Grenze
des fur kaufliche Fusionsproteinvektoren angegebenen liegt. Dabei entfallen niedrigere Aus-
beuten auf Fragmente, die in pLysE-Zellen exprimiert wurden. Dieser Effekt ist aufgrund der
durch hohe Lysozym-Konzentrationen herabgesetzten Transkriptionsaktivitat (Inhibition der
T7-Polymerase) zu erwarten. Zur Bestimmung der Anteile am Gesamtprotein wurden die
beiden Banden um 15 —18 kDa ausgeschlossen: Es handelt sich hierbei um die nicht zellei-
genen Lysozyme, namlich jenes bei der Aufarbeitung der Zellen zugegebene aus Hihnerei-
weil3 (untere Bande hoher Konzentration) und das pLys-kodierte T7-Enzym hoheren Moleku-
largewichts. Die Zuordnung der letzteren Bande grindet sich auf den Vergleich von BL21-
pLysS- bzw. BL21-pLysE-Transformanten (3-1, 2-18, 2-1). Deutlich ist die promotorbedingt

verstarkte Expression von Vektor-kodiertem Lysozym in pLysE-Zellen nachzuvollziehen.
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Abb. 3-6: Lysatproben von 5 ml-Kulturen aller Fragmente nach 3,5 h Induktion; 5-15% SDS-PAGE

Auftrag: ein einem Kulturvolumen von 50 ul entsprechendes Aliquot
Uninduzierte Probe: aus 2-18-Kultur

Der Vergleich mit den Lysat-Proben in Abb. 3-7 A, in der Stadien der Aufarbeitung zweier
Fragmente dargestellt sind, zeigt, dass sich diese hohen Expressionslevel durch optimale
Kulturbedingungen bis hin zu Gesamtprotein-Anteilen von tber 90 % in praparativen Kultu-
ren steigern lassen. Als besonders kritisch stellte sich dabei das zur Animpfung der Haupt-
kultur verwendete Aliquot der Ubernacht-Vorkultur heraus, das 0,5 % (v/v) nicht tberschrei-
ten sollte, um den Anteil der Nicht-Plasmid-Tréger in der Hauptkultur zu minimieren. Die hier
erzielten Effizienzen sind auf die Natur der produzierten Fragmente zurtickzufuhren, die un-
ter zellularen Bedingungen in aggregierter Form vorliegen und als solches Koaggulat nur
begrenzt mit dem Wirtsmetabolismus interferieren. Dieser Umstand vereinfacht nicht nur die
Reinigung der Fragmente, sondern lasst sich in weit Gber die praparativen Vorteile hinaus-

gehender Weise auch analytisch nutzen (s. Kap. 3.4).
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Abb. 3-7: Reinigung der Fragmente
A: Reinigung von 2-19 und 2-19G; 5-15% SDS-PAGE

Pel: Zelldebris nach Lyse: Pellet nach Ultrazentrifugation; Lys: Lysat (entsprechend 50 pl Kultur);
Du: Durchlauf der Ni-NTA-Agarose; je 5 pg der gereinigten Fragmente 2-19 und 2-19G

B: Gereinigte Fragmente; 7,5% SDS-PAGE
Auftrag: 5 pg des jeweiligen Proteins

Da diese Unldslichkeit im Cytosol der Bakterien zumindest fiir den Grof3teil der untersuchten
Fragmente vorausgesetzt werden konnte, war die Resolubilisierung der Proteine ein kriti-
scher Schritt bei der Herstellung und Aufarbeitung des Lysats. Der Vergleich mit den Pellet-
Proben in Abb. 3-7 A zeigt, dass die gewahlten Pufferbedingungen ein vollstandiges Aufl6-
sen der Aggregate gewahrleisten (vgl. Pel- und Lys-Proben). In den Durchlaufen der Saulen
sind neben dem Lysozym bei ca. 15 kDa in unterschiedlichem Maf3e auch Zielproteine (hier
bei 52 kDa) auszumachen. Die Anwesenheit nicht gebundenen Zielproteins korreliert dabei
mit der Anzahl der Wiederbenutzungen der jeweiligen Saule. Will man Verluste an dieser
Stelle vermeiden, sollte also frische Matrix eingesetzt werden. Da aber durchweg mehrere
Milligramm Protein aus 100 ml Kultur gereinigt werden konnten, stellt die Ausbeute unter den
gegebenen Bedingungen keinen limitierenden Faktor dar. Im Schnitt konnten ca. 5 mg Prote-
in gewonnen werden. Erwartungsgemal tendierten die Ausbeuten an kleineren Fragmenten
(2-x) zu eher niedrigeren Gesamtmengen (3-4 mg), wahrend von den 3-x-Fragmenten bis zu
7 mg gewonnen wurden. Die stark tberladenen Proben gereinigter Fragmente in Abb. 3-7 A

demonstrieren die Reinheit der Praparationen.

Abb. 3-7 B zeigt Praparationen aller hergestellten Fragmente. Anschaulich kénnen hier auch
die sehr kleinen Molekulargewichsunterschiede beobachtet werden, die in Tab. 3-1 als appa-
rente Molekulargewichte zusammengestellt und den theoretischen Werten gegeniibergestellt
sind. Hier ist im Gegensatz zu den Proben in Abb. 3-7 A ein geringfligiger Abbau der kleine-

ren Fragment-Proben auszumachen.
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Tab.: 3-1: Molekulargewichte der einzelnen Fragmente
Fragment 3-19 3-18 3-1 2-19 2-18 2-1
kalkul. MW [kDa] 70,7 67,7 67,2 48,4 45,4 44,9
appar. MW [kDa] 81,5 78,2 77,2 52,4 49,8 49,0

3.3.2 Rotationsbedampfung

Die Ultrastruktur der Moleklle wurde mit Hilfe der Rotationsbedampfung untersucht. Diese

Methode erlaubt die Visualisierung von Einzelmolekilen als reliefartige Darstellung der Kon-

turen durch Aufdampfen eines Nebels von Schwermetallpartikeln.
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Abb. 3-8: Rotationsbhedampfungen der Fragmente 2-1 und 3-1

A: Feld von 2-1-Molekulen; Balken= 100 nm; Pfeile markieren Molekulenden
B: Feld von 3-1-Molekiilen; Balken = 100 nm; Pfeile markieren Molektlenden
C: Langenverteilung der Messungen an 2-1-Molekiilen (n=153)
D: Langenverteilung der Messungen an 3-1-Molekiilen (n=137)




Ergebnisse 81

Dabei ist das Aufldsungsvermégen durch die GrofRe dieser Schwermetallkérnung (durch-
schnittlich 2 nm) begrenzt, was fir die coiled-coil Proteine bedeutet, dass der Durchmesser
der stabférmigen Molekile tber diese Technik nicht zu bestimmen ist. Hingegen lasst sich
die Lange der Molekile, eine zentrale GréRRe fur die Ultrastruktur o-helikaler Proteine, gut
bestimmen. Die Abbildungen 3-8 A und B zeigen stellvertretend das elektronenoptische Er-
scheinungsbild kurzer und langer Molekile: Vor homogenem Hintergrund heben sich die
Umrisse der Molekile ab. Dabei fallt auf, dass es sich auch bei den recht kurzen Molekilen
nicht um rigide Stabe, sondern durchaus um flexible Strukturen handelt. Die Langenvertei-
lungen zeigen typische Gaul3-Verteilungen mit wenigen Ausrei3ern (Abb. 3-8 C und D). Ta-

belle 3-2 fasst die Ergebnisse der Langenmessungen fur alle Fragmente zusammen.

Tab. 3-2: Molekillangen und Kenngréf3en der einzelnen Fragmente

Fragment | 3-19G 3-19 3-18 3-1 2-19G 2-19 2-18 2-1

Lange [nm]| 883 | 879 | 853 | 848 | 61,8 | 599 | 588 | 596
o 10,3 6,9 6,5 6,8 7,5 6,8 7.8 6,3
n 154 107 160 137 137 142 137 153

nm/ASe 0,143 0,143 0,144 0,145 0,147 0,142 0,149 0,153

3.3.3 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Eine relativ einfache und schnelle Methode zur vergleichenden Analyse der Konformation

und strukturellen Integritat der a-helikalen Proteine stellt die CD-Spektroskopie dar.

Rechtshéandig a-helikale Peptide liefern ein spezifisches CD-Profil, dessen positive wie nega-
tive "Banden-Maxima" um charakteristische Wellenlangen von 192 (positiv), 207 (negativ)
und 222 nm (negativ) fokussiert sind. Dabei riihren die beiden erstgenannten Maxima vom
> n* - Elektroneniibergang der Carbonylgruppe her. Das zur Charakterisierung der helikalen
Konformation heranzuziehende Maximum bei 222 nm geht auf einen n>r*-Ubergang zuriick.
Besonders geeignet sind diese Messungen zur Beurteilung von stabilen und uniformen

Strukturen, wie dies fir LMM angenommen werden konnte.

Tabelle 3-3 stellt die 222 nm-Kenngrol3en dieser Messungen zusammen:

Tab. 3-3: MRE-Werte bei 222 nm der einzelnen Fragmente

Fragment | 3-19G 3-19 3-18 3-1 2-19G 2-19 2-18 2-1

MRE2znm | -24041 | -21196 | -23799 | -25266 | -17208 | -17714 | -15910 | -21784
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Abb. 3-9: CD-Spektren der einzelnen Fragmente; Auftrag der "Molar Residue Ellipticity"; Pfeile mar-
kieren das Minimum bei 222 nm

Abb. 3-9 zeigt die entsprechenden CD-Spektren von 5fach gemittelten Einzelmessungen fir

die im Rahmen der Arbeit untersuchten Fragmente.

Alle Proteine zeigen das fur o-helikale Proteine typische Profil; die graphisch bestimmten
Maxima sind bei Wellenlangen von 193, 208 und 222 nm zentriert. Geratebedingt sind die

Spektren im sehr kurzwelligen Bereich um das erste Maximum verzerrt.

Fur zwei Proteine wurden mit unterschiedlichen Praparationen unabhéngige Messungen
durchgefuhrt, um die Zuverlassigkeit der Methode zu testen. Dabei ergibt sich fir das Frag-
ment 3-19 G ein MRE,,,nm-Mittelwert von —24300 (6=2300; n=6) und fir das Fragment 3-19
einer von —23250 (6=2300; n=4). Die Variationskoeffizient der Messungen betragt somit ca.
10 %, ein in dieser GréRenordnung zu erwartender Wert. Es fallt auf, dass sich die 222 nm-
Messpunkte der kleineren Fragmente (2-x) relativ deutlich, d.h. jenseits der 10 %-Grenze
von denen der groBeren Fragmente (3-X) unterscheiden. Da der MRE-Wert Aminosaure-be-
zogen berechnet wird, sind die entsprechenden Kenngrof3en direkt miteinander vergleichbar.
Betrachtet man die Gesamtheit der kleineren Fragmente als von den langeren unabhangige
Gruppe, so deuten diese Messungen einen Unterschied im Elliptizitdtssignal unter den ge-
gebenen Bedingungen an. Vergleicht man die in Tab. 3-3 zusammengefassten Messwerte
entsprechend, so ergibt sich im t-Test eine hinreichend (P<0,05) geringe Gleichheitswahr-
scheinlichkeit fir die beiden Gruppen 2-x und 3-x.

Den Loésungen, in denen die Aggregationseigenschaften der exprimierten Fragmente, also
Selbstassoziation und Wechselwirkungen mit akzessorischen Proteinen, untersucht wurden,
waren aus theoretischen Erwagungen standardmafRig Magnesium-lonen in millimolaren
Konzentrationen zugefiigt worden. Durch ein an dieser Stelle sehr einfach durchzuflihrendes
Experiment sollte mit Hilfe der CD-Spektroskopie an einem Fragment (3-19) beispielhaft ein
mdoglicher Einfluss divalenter Kationen auf die Struktur getestet werden. Eine Verédnderung

der coiled-coil-Struktur oder -Geometrie kénnte einen Effekt auf die Ausbildung geordneter
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Strukturen haben. Ein an dieser Stichprobe durchgefuhrter Versuch brachte einen uberra-
schenden Effekt zutage, der jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt werden
konnte: Die Zugabe von Magnesium-lonen verandert das CD-Signal im Vergleich zur Kon-
trolle nicht, hingegen hat Kalzium einen drastischen Effekt. Diese Messungen sind in Abb.
3-10 dargestellt.
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Abb. 3-10: Veranderung des CD-Signals fir das Fragment 3-19 durch Kalzium-lonen

A: CD-Spektren in Gegenwart und Abwesenheit von 1 mM CacCl,
B: Zeitabhangige Anderung des 222 nm-Signals nach Zugabe von Mg*™*- und Ca**-lonen (1 mM)

In Abb. 3-10 A ist zu erkennen, dass das typische CD-Profil bei Zugabe von 1 mM Kalzium
fast vollstandig kollabiert. Dabei ist zu bedenken, dass die Messung erst eine gewisse Zeit
nach der Ca'*-Applikation beginnen kann und die Messung selber ebenfalls einen bestimm-
ten Zeitraum in Anspruch nimmt. Dies ware dann irrelevant, wenn es sich um einen stati-
schen Effekt handelte. Abb. 3-10 B zeigt jedoch, dass dies nicht der Fall ist. Hier wurde die
zeitliche Veranderung des 222 nm-Signals aufgezeichnet, wobei die erwdhnte Verzégerung
von ca. 90 Sekunden entsprechend abzulesen ist. Die Konstanz der Messwerte im Vergleich
zur Pufferkontrolle bei Zugabe von 1 mM MgCl, ist hier ebenfalls angezeigt. Der Verlauf des
Ca'*-Signals zeigt den dynamischen Effekt auf den 222 nm-Messwert. Der Kurvenverlauf
legt nahe, dass auf eine anfanglich starke Anderung eine zunachst rasche, dann retardie-
rende Erholung folgt. Mg*™*-lonen beeinflussen die strukturellen Messdaten mindestens fir
dieses Fragment, das grof3te aller untersuchten, nicht. Der Kalzium-Effekt I&sst insbesondere
vor dem Hintergrund der Magnesium-Kontrolle Raum fir weitere Untersuchungen und Uber-

legungen, auf die in der Diskussion kurz eingegangen werden wird.
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3.3.4 Loslichkeit

Die vergleichende Ld&slichkeit der Fragmente in einem gegebenen Puffersystem wurde an-
hand eines Sedimentationsassays untersucht. Alternativ hatten sich photometrische Tests
angeboten, die sich die kolloidale Streuung von Aggregatsuspensionen zu Nutze machen.
Da diese Streuung jedoch stark von der unvorhersagbaren und moglicherweise fragment-
spezifischen Natur der entstehenden Partikel abhéangt, wurde die quantitave Bestimmung
des Proteins im Uberstand einer durch Zentrifugation geklarten Suspension vorgezogen.
Auch die Ergebnisse einer solchen Untersuchung sind als relativ einzustufen und spezifisch
fur das verwendete Puffersystem, das hier in Anlehnung an die Losungen zur Darstellung
von Parakristallen gewahlt wurde. Das Ziel dieser Untersuchungen, Aussagen zum Einfluss
einzelner Sequenzen und Doméanen auf die Ldslichkeit der verschiedenen Fragmente zu
sammeln, ist von dieser Einschrankung nicht betroffen. Die Ergebnisse der Ldslichkeitsbe-
stimmungen sind in Abb. 3-11 dargestellt, wobei sich der 100 %-Wert aus der Proteinbe-
stimmung des in 0,6 M KCI-Puffer geldsten Fragments unmittelbar vor der Dialyse ergibt. Bei
jedem Messpunkt handelt es sich um das Mittel einer Doppelbestimmung, die Darstellung in
Kurvenform scheint durch die mathematische Uberpriifung der Ubereinstimmung mit der
gewahlten Regression (Programm SigmaPlot: sigmoid mit 4 Parametern) gerechtfertigt: Die
statistische KenngréRe R? ist in allen Fallen > 0.99, wobei 1 eine 100 %ige Ubereinstimmung
anzeigt. Die Kurven fur die acht Proteine sind so zusammengestellt, dass die Tendenzen

betont werden.

Allgemein ist zum einen zu erkennen, dass in keinem Fall eine vollstandige Ausfallbarkeit
bzw. Sedimentierbarkeit erreicht wurde: die Messwerte im unteren Schenkel des Sigmoids
liegen zwischen 5 und 20 % des Maximalwertes. Auch am entgegengesetzten Ende der Kur-
ven zeichnet sich ein ahnlicher Effekt ab: keines der Fragmente blieb nach Dialyse Uber
Nacht komplett in Losung, so dass wiederum zwischen 5 und 20 % des Proteins pelletiert
wurden. Als charakteristische GroRe zum direkten quantitativen Vergleich der Ldslichkeit
wurde der S(olubility)50 %-Wert, d.h. die molare KCI-Konzentration, die halbmaximaler LOs-
lichkeit entspricht, aus diesen Regressionskurven ermittelt (Tab. 3-4); hohe Sso-Werte zeigen
somit geringere Léslichkeit an.

Alle Sgo-Werte liegen in einem recht engen Bereich zwischen 0,27 und 0,36 M KCI, jedoch
zeichnen sich zwei Tendenzen beim Vergleich der Proteine untereinander ab: Zunachst wei-
sen die kurzeren Fragmente (2-x) durchweg eine vergleichsweise geringere Léslichkeit auf,
insbesondere, wenn man den direkten Vergleich zum jeweils N-terminal langeren Pendant
(3-x) heranzieht. Die mittlere Differenz der Sso-Werte zweier Proteine mit gleichem C-
Terminus (+/- MHC3-Abschnitt) betragt 50 mM KCI. Ein mdglicher zweiter Effekt deutet sich
hier an: Die Loslichkeit der mutierten Fragmente scheint relativ zu den anderen Fragmenten

der jeweiligen Gruppe grof3erer bzw. kleinerer Proteine erhoht.
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Abb. 3-11: Léslichkeitscharakteristiken der Fragmente; sigmoide Regression
Puffer: var. KCI; 10 mM Histidin pH 7,2; 2 mM MgCl,; 0,02 % NaN;
Tab. 3-4: KCI-Konzentration der halbmaximalen Loéslichkeit (Abb. 3-11) der einzelnen Fragmente
Fragment | 3-19G 3-19 3-18 3-1 2-19G 2-19 2-18 2-1
S50 [M KCI] 0,27 0,3 0,31 0,27 0,3 0,36 0,34 0,35

Um etwaige kleinere Unterschiede deutlicher zu etablieren, wurde der offensichtlich kritische

Bereich um 0,3 M KCI in unabhangigen Versuchen wiederholt getestet. Das Ergebnis fir

diese Konzentration, bei der die groRten Unterschiede zwischen den einzelnen Fragmenten

zu verzeichnen sind, ist in Abb. 3-12 dargestellt. Die Anzahl der Parallelmessungen

schwankt dabei zwischen n=2 und n=4, weshalb in der Darstellung lediglich die Mittelwerte

aufgetragen sind. Diese Versuche wurden auch herangezogen, um die Reproduzierbarkeit

der Methode zu Uberprifen: Der Mittelwert aus 32 Variationskoeffizienten betragt dabei le-

diglich 5,55 %.
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Die angesprochenen Tendenzen treten hier noch deutlicher hervor. N-terminal langere
Fragmente (3-x) sind l8slicher als ihre jeweiligen Entsprechungen ohne den MHC3-Abschnitt
(2-x). Deutlich hebt sich innerhalb der Fragmente einer GréRengruppe das mutierte Frag-
ment (2-19G und 3-19G) als das l6slichste ab.

3.4 Cytosolische Strukturen in Bakterien

Aus der in Kap. 3.3 beschriebenen aul3ergewdhnlichen Expressionseffizienz des verwende-
ten Systems im Zusammenwirken mit den hier produzierten Fragmenten und der Tatsache,
dass die Proteine nicht in inclusion bodies (Einschlusskorper von denaturiertem, unléslichem
Zielpeptid) vorlagen, konnte geschlossen werden, dass die Fragmente auch innerhalb der
Bakterien Aggregate und womdglich geordnete Strukturen bildeten. Aus diesem Grund wur-
de eine Einbettung von Bakterienpellets nach dem Ublichen Induktionszeitraum vorgenom-
men und Dinnschnitte fiir die elektronenmikroskopische Analyse angefertigt. Am Beispiel
des Fragments 2-19 wurden Aufnahmen dieser Strukturen ausgewertet; das Ergebnis ist in
Abb. 3-13 dargestellt.

In Abb. 3-13 A ist das allgemeine Erscheinungsbild der exprimierenden Bakterien dargestellt.
Unter der Murein-Zellwand ist ein schmaler Saum von koérnig erscheinendem Cytoplasma zu
erkennen, wahrend der gesamte Rest der Zellen von homogenem Material angeflllt ist, das
gar eine weitere Zellteilung zu verhindern in der Lage ist, wie im zentral abgebildeten Bakte-
rium zu beobachten. Die hier schon schwach auszumachende Streifung quer zur Langs-

achse der Zelle deutet bereits an, dass es sich um geordnete Zusammenlagerungen handelt.
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Abb. 3-13: Schnitte durch ein Pellet von 2-19-exprimierenden Bakterien und Auswertung

A: Ubersichtsbild tiber mehrere Zellen in unterschiedlicher Orientierung

B: Nahaufnahme eines Bakteriums; Balken = 100 nm; Pfeile: Richtung periodischer Querstreifungen

C: Fourier-Transformation (FFT) eines Ausschnittes aus B; Pfeile markieren Richtung und reziproken
Abstand der Perioden

D und E: Filterungen auf die in C markierten Reflexionen und deren Ordnungen anhand von FFT's
unterschiedlicher Regionen in B, die entsprechenden Einheitszellen der Dimensionen a = 19,3 nm,
b =26,8 nm und y = 154,6° sind integriert

F: Ubersicht auf die Rekonstruktion in E; Pfeil: Richtung der schwécheren Periode (kiirzerer Abstand)
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Wie hoch dieser Ordnungsgrad tatsachlich ist, wird in den nachfolgenden Abbildungen deut-
lich: Das Proteinmaterial weist an bevorzugten Stellen, d.h. in bestimmten Schnittrichtungen,
periodische Charakteristiken in 2 Dimensionen auf. Diese sind bei Betrachtung der Abb. 3-13
B unter spitzem Winkel zur Papierebene in den markierten Richtungen sichtbar und schlagen
sich in der zugehdrigen Fourier-Transformation (Abb. 3-13 C) in zwei prominenten Reflexio-
nen nieder. Man kann also aufgrund der Anwesenheit eines mindestens zweidimensionalen
Musters von einer kristallinen Anordnung sprechen. Die in 3-13 C markierten Netzebenen-
Abstéande wurden nun zur computergestitzten Erstellung der 2-D-Maps in Abb. 3-13 D und E
verwendet. In diese Rekonstruktionen flieRen neben den gewaéhlten Abstdnden samtliche
Orte der FFT mit ein, die den jeweiligen Obertdnen (Ordnungen) entsprechen, so dass alle
auf diesem Gitter liegenden Punkte innerhalb der Transformation erfasst werden. Die promi-
nenten Reflexionen beschreiben dabei eine Einheitszelle der Dimensionen a = 19,3 nm, b =
26,8 nm und y = 154,6°, die in die Rekonstruktionen graphisch integriert ist. Diese Werte
leiten sich als Mittelwert aus Bestimmungen an verschiedenen FFTs ab (Programm CRISP;
n=7). In Abb. 3-13 F schlieRlich ist eine Ubersicht {iber das 2-D-Muster in E dargestellt, an
der neben der prominenten vertikalen Querstreifung auch die dem zweiten Beugungspunkt
entsprechende Periode unter flachem Blickwinkel zu erkennen ist. Die Rekonstruktionen er-
geben durch die Einbeziehung aller Gitterpunkte ein zwar grob strukturiertes, aber dezidier-
teres Bild der periodischen Strukturen: Die vertikal verlaufenden Elemente einer Breite von
11,5 nm (rechnerisch aus oben genannter Einheitszelle) zeigen nun ein Relief, dessen Aus-
pragung Ortlich variieren kann (Vergleich von D und E), aber deutliche Verwandtschaft er-
kennen lasst. Dabei erganzen sich erhabene und vertiefte Substrukturen zu weiteren perio-
dischen Eigenschaften, die weder im Original noch in der FFT als Beugungspunkte eindeutig
zu erkennen sind, da sie zu schwach definiert sind. Die bei der Aufsicht auf F augenfallige,
verschwommene Modulation im linksgerichteten Winkel von ca. 23° zur Horizontalen bei-
spielsweise kann in Verlangerung der Blickrichtung auf das Original in B erahnt werden.

Die grobe Strukturierung der 2-D-Maps deutet eine relativ schwache Auflésung des Prépara-

tes an, die eine Identifizierung von Einzelmolekilen nicht erlaubt.

3.5 Phosphorylierung von Drosophila-Myosin

3.5.1 Markierung von Proteinen des Thorax in situ

Von den verschiedenen Isoformen, die vom einzigen Drosophila-MHC-Gen durch alternati-
ves splicing generiert werden, unterscheiden sich zwei in ihrem C-Terminus, der gewebs-
und stadienspezifisch entweder von Exon 18 oder von Exon 19 kodiert wird. Da der Exon 19-

Bereich, ein random coil-Abschnitt, eine Konsensus-Sequenz fir Protein-Kinase C aufweist,
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wurden Untersuchungen zur moglichen posttranslationalen Modifikation in Form einer Phos-
phat-Inkorporation in die Schweren Ketten bei Drosophila durchgefihrt. Zum Hinweis auf
eine Phophorylierbarkeit in vivo wurde eine **P-ortho-Phosphat-Inkubation von ganzen Tho-
races herangezogen, um den Zellverbund intakt zu halten. Diese wurden derart aufgearbei-
tet, dass Uberwiegend myofibrillare Proteine einer 2-dimensionalen Elektrophorese unterzo-
gen und nachfolgend auf Nitrocellulose-Membran transferiert wurden. Der Blot wurde auf
dreifache Weise analysiert, die Ergebnisse dieser Behandlungen sind in Abb. 3-14 darge-
stellt.

Nach autoradiographischer Exposition der Blotmembran zur Detektion der Inkorporation der
Phosphat-Markierung (Abb. 3-14 C) wurde eine reversible Allgemeinfarbung der Proteine
durchgefuhrt (Abb. 3-14 A), um abschliel3end die Schweren Ketten des Myosins durch eine

Immunfarbung zu lokalisieren (Abb. 3-14 B):
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Abb. 3-14: Blotanalyse einer 2-D-Gelelektrophorese von Drosophila-Thorax-Proteinen nach
Markierung mit *P-ortho-Phosphat:
1. Dimension: IEF pH 3-10; 2.Dimension: SDS-PAGE 5-15 %

A: Proteinfarbung mit "fast green”; markiert sind die vertikalen Positionen der Hauptkomponenten des
Muskels: Myosin-HC, Aktin

B: Nachweis der Myosin-HC mit polyklonalem anti-Heuschreckenmyosin-Serum

C: Autoradiographie nach 2 Tagen Exposition; Pfeilspitzen zeigen MHC-Markierungen; der Pfeil mar-
kiert eine schwachere Inkorporation unterhalb der MHC-,spots*

Die Allgemeinfarbung in Abb. 3-14 A weist als Hauptkomponenten deutlich die charakteristi-
schen Myofibrillenmarker der Myosin-Schweren Kette und des Aktins auf, an denen die Auf-
trennung des Proteingemischs qualitativ nachvollzogen werden kann. Eine horizontale Elon-

gation von Farbungsintensitaten (,spots”) ist Uber den gesamten Bereich zu verzeichnen,
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wenn auch Aktin und einige andere Proteine vergleichsweise scharf fokussiert erscheinen.
Am augenfalligsten ist dieser Effekt an den Myosin-HC’s zu beobachten, wie auch die Im-
munfarbung in B ausweist. Grundsatzlich ist es schwierig, groRe Proteine, die zudem eine
Tendenz zur Aggregation besitzen, in der ersten Dimension zu fokussieren, da eine Retar-
dierung durch die Polyacrylamid-Matrix unvermeidbar ist. Aus diesem Grund war eine relativ
hohe Voltstundenzahl veranschlagt worden. Dies fiihrt in nicht immobilisierten pH-Gradienten
zu einer verstarkten Auspragung der sog. Kathodendrift, bei der Proteine im basischen Be-
reich verloren werden. Ganz allgemein ist bekannt, dass auf diese klassische Weise durch-
gefuhrte IEF’s eine hohe Anfélligkeit fur chargenspezifische Ergebnisse aufweisen. Die er-
wahnte Kathodendrift, auf die auch eine Verbreiterung von spots zurtickgefuhrt werden kann,
wird beim Abgleich der theoretischen pl’s von Drosophila-MHC (5,6) und -Aktin (5,3) mit den
Wanderungsstrecken in der ersten Dimension deutlich. Dieser Vergleich zeigt, dass eine
Bestimmung des absoluten pl's der detektierten spots im mobilen System mit nicht-
statitionaren Ampholyten (hier pl 3-10) sehr erschwert ist. Aus diesem Grund ist eine spezifi-
sche Identifizierung der MHC-Untereinheit von besonderer Bedeutung. Die Immunfarbung in
B markiert eine breite Bande, die in dieser Form auch in der Allgemeinfarbung zu erkennen
ist. Sie weist im zentralen Bereich zwei Verdickungen auf, an denen sich MHCs konzentrie-
ren, wobei der basischere Bauch deutlich mehr Protein aufweist. Zudem sind eine ganze
Reihe von Abbauprodukten bis hinunter in den Molekulargewichtsbereich um 50 kDa zu er-

kennen.

Die Autoradiographie wird von Phosphat-Einbau in Proteine im kleineren Gewichtsbereich
dominiert: Die starkste Markierung entfallt auf einen offensichtlich substrukturierten spot um
30 kDa im sauren Bereich. Ein weiterer spot weist ahnliches Molekulargewicht, jedoch einen
hoheren pl auf. Zwischen 15 und 20 kDa ist ebenfalls ein verstarkter Einbau von *P in eine
Kombination von Proteinen (Hauptspot mit Satellit) zu verzeichnen. Hier sollten die Leichten
Ketten des Myosins lokalisiert sein. Weitere diffuse Schwéarzungen um 30 kDa, mdglicher-
weise ein von Weitkamp et al. (1998) identifiziertes Substrat der Projektin-Kinase (Weitkamp
et al., 1998), und eine um 100 kDa, bei der es sich um phosphoryliertes Paramyosin handeln

durfte, ergéanzen das Bild.

Im hier relevanten Molekulargewichtsbereich um 200 kDa sind in der Autoradiographie Mar-
kierungen zu erkennen, die samtlich in den durch Antikérper gefarbten Bereich fallen. Dabei
ist eine laterale Aufsplittung in zwei Bereiche festzustellen, die in ihrer Position mit den oben
beschriebenen B&auchen der MHC-Immunfarbung koinzidieren. Dabei fallt die basischere
Markierung ganz analog zur Proteindichte deutlich intensiver aus. Knapp unterhalb dieser
relativ deutlichen Inkorporation scheint zudem ein weiterer, allerdings sehr schwach markier-
ter spot erkennbar (Pfeil).
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3.5.2 invitro-Phosphorylierung von Fragmenten

Nachdem gezeigt war, dass Myosin-HCs in intakten Zellen phosphoryliert werden kénnen,
sollte nun in einem in vitro-Ansatz unter Verwendung radioaktiv markierten y-ATP’s der Fra-
ge nachgegangen werden, ob ein Phosphat-Einbau im aggregationsfahigen Teil des Mole-
kuls erfolgen kann. Da der Fokus dieser Experimente urspriinglich auf die Untersuchung C-
terminaler Sequenzen gerichtet war, wurden hierfir die N-terminal deletierten kleineren
Fragmente eingesetzt, um den Bereich einer moglichen Phosphorylierungsstelle so weit wie
maglich einzugrenzen. Der Einsatz von kauflichen Kinasen hétte einen nur schwachen Hin-
weis auf LMM als ein physiologisch relevantes Substrat geliefert. Zudem wird eine potentielle
Phosphorylierungsstelle im C-terminalen Bereich stadienspezifisch exprimiert. Aus diesen
Griunden wurden grobe Fraktionierungen aus Drosophila-Thoraces und larvalen Cuticulae
als potentiell aktive Gemische fir diese Versuche verwendet. Nach Abtrennung der cytosoli-
schen Fraktion (Fraktion 1) und Entfernen membranumhdllter Zellbestandteile wurde das in
Puffer niedriger lonenstarke unlosliche Proteinmaterial (vorwiegend Bestandteile des Mus-
kelapparates und Cytoskeletts) in drei Stufen aufsteigender lonenstarke (Fraktionen II- 1V)
extrahiert. Dabei werden schrittweise schwerer |osliche Komponenten freigesetzt. Den An-
satzen wurden Kinase-Aktivatoren wie cAMP und Ca'™" zugesetzt, um unter moglichst opti-
mierten Bedingungen zu arbeiten. Die Proteine wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt und
autoradiographiert. Abb. 3-15 zeigt die Ergebnisse einschlie3lich der Fraktions-Kontrollen fir
die Ansatze des Fragments 2-19 G, der Ser>Glu-Mutante. Die Kontrollansatze mit exprimier-
tem Protein alleine waren in allen Fallen negativ, d.h. es konnte unter den gegebenen Expo-

sitionsbedingungen kein Signal detektiert werden.

Das Kontrollgel in Abb. 3-15 A belegt den geringen Proteingehalt der eingesetzten potentiell
aktiven Fraktionen: lediglich in den Fraktionen A lll und IV sind nennenswerte Mengen an
Myosin-HC um 200 kDa und vermutlich Aktin bei 45 kDa auszumachen; Aktin bildet erfah-
rungsgemal die starkste Verunreinigung von Myosin unter diesen Extraktionsbedingungen.
In Spuren sind diese myofibrillaren Hauptkomponenten auch in Fraktion L IV wiederzufinden.
In Fraktion L | ist im Aktinbereich eine verschwommene Bande in dieser Reproduktion nicht
mehr zu erkennen. Das zugehorige Autoradiogramm in Abb. 3-15 B zeigt diffuse Schwar-
zung im Bereich der MHC-Banden und — im Fall der Fraktion L | - ein phosphoryliertes Prote-
in von 55 kDa; in letzterem Ansatz scheinen auch kleinere Komponenten unter diesen Be-

dingungen als Kinasesubstrate zu fungieren.

Als Detail des Gels der Kombinationsansatze in Abb. 3-15 C, das den gleichméaRigen Auftrag
des Fragments bei 52,7 kDa belegt, seien die hier besser fokussierten Banden bei 45 kDa
erwahnt. Im Falle der L I-Probe, die dieses Protein bei gleichem Molekulargewicht aufweist,
musste es sich dann um G-Aktin handeln, da in der cytosolischen Fraktion lediglich l6sliche
Proteine auftauchen sollten. In Ubereinstimmung mit der Kontrolle zeigt die Autoradiographie
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dieses Ansatzes in Abb. 3-15 D die Markierung bei 55 kDa in gleicher Intensitat. Auch die
MHC-Markierungen der Ansatze A Ill und IV sind ahnlich wie in den Kontrollen vorhanden,

wenngleich hier eine Tendenz zu einer Doppelbande zu erkennen ist.
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Abb. 3-15: in vitro-Phosphorylierung des Fragments 2-19 G
7,5 %-SDS-Gele; 0,9 ug Fragment / Bahn (C und D)
Legende: A: adult; L: larval; I: cytosolische Fraktion; 11: 5 mM PPi-Extrakt; Ill: 15 mM PP;-Extrakt;
IV: 40 mM PP;-Extrakt

: Coomassie-Farbung: Gel der Fraktions-Kontrollen; Markierung weist auf 45 kDa-Banden

: Autoradiogramm von A; Pfeil: MHC-Markierung, Pfeilspitze: 55 kDa-Protein

: Coomassie-Farbung: Gel der Fragment-Phosphorylierungsansatze

: Autoradiogramm von C

o0 m >

Das Fragment 2-19 G wird in den verschiedenen Ansatzen in unterschiedlichem Mal3e
phosphoryliert. Die cytosolischen Fraktionen der Adult- und Larval-Préparationen katalysie-
ren eine vergleichsweise starke Phosphatiibertragung auf das exprimierte Polypeptid. Auch
in den Extrakten aus unloslichen Proteinen ist eine Kinase-Aktivitat evident, die mit zuneh-
mender lonenstarke des Extraktionspuffers ansteigt. Diese Markierungen fallen in den Pro-
ben der Larvenpraparation verglichen mit der Inkorporation im Fraktion I-Ansatz weniger in-

tensiv aus. Da durch die Mutation eine potentielle Phosphorylierungsstelle ausgeschaltet
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worden war, mussten sich die modifizierten Reste aufRerhalb der von Exon 19 kodierten Do-
mane, die des Weiteren weder Serin noch Threonin noch Tyrosin aufweist, befinden. Tat-
sachlich zeigt der in Tab. 3-5 zusammengefasste, quantitative Vergleich durch Densitometrie
der jeweiligen Autoradiographie-Banden, dass die hier fiir 2-19 G repréasentativ dargestellten

Tendenzen bei sdmtlichen untersuchten Proteinen zu beobachten sind:

Tab. 3-5: Densitometrische Auswertung der fragmentspezifischen Autoradiographie-Signale
nach Inkubation aller kleinen Fragmente mit Muskelfraktionen in Gegenwart von *’P-y-ATP:

Bestimmung der additiven Schwéarzung im 8-bit-Graustufenbild (Programm: TINA; Regionen glei-
chen Flacheninhalts; Hintergrund-korrigiert); Abkirzungen: s. Abb. 3-15

Fragment \ Fraktion Al All Alll AV LI Ll L 1l LIV
2-1 4670 | 1085 | 3700 | 5440 | 5400 985 1005 | 2060

2-18 3800 945 3170 | 4125 | 4700 675 810 2080

2-19 4609 974 4560 | 5700 | 5800 712 988 2370

2-19G 4490 960 4060 | 5510 | 5600 645 895 2440

Dabei missen die fragmentspezifischen Unterschiede auf der Basis dieser Daten als nicht
signifikant eingestuft werden, da es sich um Einzelmessungen handelt. Erwahnenswert
scheint jedoch, dass die Messwerte fir das Fragment 2-18 mit Ausnahme der L IV-
Behandlung andeuten kdnnten, dass dieses Protein ein schlechteres Substrat darstellt. Die-
se Tendenz ist auch in unabhangigen Szintillationsmessungen am Beispiel der cytosolischen

Fraktionen beobachtet worden (nicht dargestellt).

Generell werden jedoch die oben beschriebenen Effekte bei allen anderen Fragmenten be-
statigt: Neben den vergleichsweise hohen Raten an **P-Einbau nach Behandlung mit der
cytosolischen Fraktion | ist ein kontinuierlicher Anstieg der Markierungen in Abhangigkeit von
der lonenstarke des Extraktionspuffers zu verzeichnen, der bei den Larvenextrakten (L I-

L IV) weniger stark ausgepragt ist.

3.5.3 Aggregate von phosphorylierten Fragmenten

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Ergebnisse zeigen einerseits, dass
innerhalb des Drosophila-LMM-Abschnittes phosphorylierbare Reste existieren. Eine magli-
che physiologische Relevanz dieses Befundes deutet sich durch die Verwendung aktiver
Fraktionen aus dem Organismus und die in situ-Markierung von Schweren Ketten an. Eine
Mdoglichkeit, diese Hypothese mit den hier angewendeten Methoden zu stitzen, ist die Un-
tersuchung des Einflusses einer solchen Modifikation auf das Erscheinungsbild von Aggre-
gaten. Dies wurde am Beispiel des Fragments 2-19 versucht, das besonders charakteristi-

sche Parakristalle ausbildet (s. Kap. 3.7.4). Hierzu wurde das Protein analog zu den Markie-
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rungsansatzen mit besonders Kinase-aktiven Muskelfraktionen inkubiert. Danach wurde die
Aggregation der gelosten Molekile durch Herabsetzen der lonenstarke (Dialyse) induziert.
Die entstehenden Parakristalle wurden elektronenmikroskopisch und anhand von Fourier-

Transformationen der Banderungsmuster charakterisiert (Abb. 3-16).

Das Aggregat aus dem Kontrollansatz in Abb. 3-16 A ist sichtbar unregelmaRig aufgebaut.
Von spindelférmiger Grundgestalt zeigt es eine deutliche Substrukturierung in Form von Rie-
fen und Vertiefungen. Allgemein war es schwierig, in diesem Préparat auswertbare Objekte
zu finden, so dass der abgebildete Parakristall als vergleichsweise optimal bezeichnet wer-
den muss. Das Muster von Querstreifungen ist undeutlich ausgeprégt und RegelméRigkeiten
bleiben bei visueller Inspektion verborgen. Lediglich die Fourier-Transformation, die schwach
definiert ist, ero6ffnet die Moglichkeit, periodische Tendenzen aufzudecken: Sie weist Beu-
gungspunkte auf, die Abstdnden von 14,5 nm und deren Ordnungen entsprechen und auf
oder um eine Achse konzentriert sind. Diese kann man hier nur vorbehaltlich als Meridian
bezeichnen, da die horizontale Ordnung im Aggregat nicht einheitlich erscheint. Daneben ist
eine Reihe von Reflexionen und Beugungslinien zu verzeichnen, deren Abstande in guter
Naherung Ordnungen von 116 nm entsprechen. Im Einzelnen handelt es sich dabei um die
3., 5., 11., 13. und 29. Ordnung dieser fir den asynchronen Insektenflugmuskel typischen
GroRe. Zwar sind sowohl das erkennbare Muster dieses Kontrollobjekts wie auch die FFT
nicht sehr pragnant ausgebildet, jedoch ist die Anzahl von Intensitaten in der Transformation
vergleichsweise hoch.

Wie schon fir die Kontrolle beschrieben, ist den Parakristallen der behandelten Proben ein
sehr schwach ausgepragtes Banderungsmuster gemeinsam, das sich wiederum in einem
entsprechend schlecht definierten Beugungsmuster niederschlagt. Im Unterschied zu Abb.
3-16 A erscheinen jedoch die Ubrigen Parakristalle nadelférmig mit mehr oder weniger "aus-
gefransten" Enden. Eine Tendenz zur Substrukturierung fehlt hier; es entsteht der Eindruck,
als seien sie in der Breite deutlicher begrenzt. Geordnete Aggregate konnten hier in ausrei-
chender Anzahl gefunden werden. In allen Kombinationsanséatzen wird die Transformation
von meridionalen Reflexionen bei reziproken Abstadnden von 14,5 nm und hier besonders der
dritten Ordnung beherrscht. AuRer diesen Periodizitaten sind in ausgewéhlten Bereichen
zusatzliche, meist nicht-axiale Beugungseigenschaften festzustellen, deren reale Abstande

ebenfalls ungeraden Ordnungen von 116 nm entsprechen.

Abb. 3-16: Parakristalle und FFT’'s derselben von Fragment 2-19 nach Inkubation mit Kinase-
aktiven Fraktionen aus Drosophila; Balken = 100 nm

Dialyse gegen Aggregationspuffer (150 mM KCI; 10 mM Histidin; 2 mM MgCl,; 0,02 % NaN3).

: Kontrolle: Fragment 2-19 alleine

: nach Inkubation mit Fraktion L |

: nach Inkubation mit Fraktion A |

: nach Inkubation mit Fraktion L IV

: nach Inkubation mit Fraktion A 1V; Pfeil deutet auf globulares Proteinmaterial

moow>»



Ergebnisse

95

14,5 nm™

395 222108 89 40

AV

A\

|V

1

[130




96 Ergebnisse

Das Auftreten solcher Reflexionen ist in allen Fallen (Abb. 3-16 B-E) lokal begrenzt und auf
wenige OrdnungsgréfRen von 116 nm beschrankt. Dabei kann das Muster innerhalb eines
gegebenen Parakristalls unabhangig vom Geschehen auf dem Meridian variieren. Die dar-
gestellten Fourier-Transformationen sind also als beispielhaft zu verstehen und kénnen le-
diglich die Tendenz dieser Aggregate widerspiegeln, neben 14,5 nm-periodischen Eigen-
schaften zusatzliche Gbergeordnete Muster aufzuweisen. Unter den beobachteten 116 nm-
Ordnungen sind dabei die 5. (23,2 nm), 11. (10.5 nm) und 21. (5,5 nm) zu nennen. Eine Be-
sonderheit der Inkubationsansatze mit den Extrakten hochster lonenstarke (Fraktionen 1V)
stellt die Anwesenheit von Myosin-Verunreinigungen aus den Myofibrillen (s. Abb. 3-15) dar.
Es kann als wahrscheinlich angesehen werden, dass sich diese in die entstehenden Aggre-
gate integrieren. In der Tat weisen Aggregate aus diesen Proben gelegentlich Anhaufungen

von globuldarem Proteinmaterial auf (Pfeil in Abb. 3-16 E).

3.6 Wechselwirkung mit Myosin-assoziierten Proteinen

3.6.1 Préaparation von Paramyosin und Projektin

Zwei Myosin-assoziierte Schlisselproteine der dicken Filamente in Insekten sind Paramyo-
sin, das als integraler Bestandteil der Filamente gilt, und Projektin, dem ebenfalls strukturelle
Funktionen zugeschrieben werden. Die praparative Verfugbarkeit dieser Proteine aus Dro-
sophila-Muskeln ist aus naheliegenden Griinden stark eingeschrankt, weshalb eine Aufar-
beitung aus groReren Insekten, dem Totenkopfschwarmer Acherontia atropos vorgenommen
wurde. Die Isolierung wurde essentiell nach einem im Arbeitskreis etablierten Verfahren nach
Kdlsch durchgefiihrt (Kélsch et al., 1995), das eine vorsichtige Extraktion aus Myofibrillen,
gefolgt von einer Anionenaustausch-Chromatographie tber die Mono Q-Matrix des FPLC-
Systems von Pharmacia vorsieht. Kritische Punkte bei der Reinigung sind zunéchst die Ex-
traktionsbedingungen im Hinblick auf lonenstéarke, -komposition und mechanische Agitation,
um die Kontamination des Extraktes mit Myosin und Aktin zu minimieren. Weiterhin sind die
Gegenionen an der Saulenmatrix von essentieller Bedeutung (s. Kap. 2.12.3), um diese Pro-

teine spezifisch zu binden.

Unter den gegebenen Bedingungen eluiert zunachst Projektin in einem vergleichsweise
scharfen Peak (Abb. 3-17 A, B). Bei einem Elutionsvolumen zwischen 40 und 50 ml kann
Paramyosin gewonnen werden, das mit steigender lonenstarke zunehmend mit Aktin und
Myosin verunreinigt ist. Daher kdnnen nur wenige Fraktionen gesammelt und vereinigt wer-
den. Die kontaminierten Fraktionen bilden einen herausragenden Peak jenseits eines Eluti-
onsvolumens von 50 ml (Abb. 3-17 A). Gegen Ende des Gradienten werden Reste von Myo-
sin und Aktin von der Saule geldst.
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Abb. 3-17: Reinigung von Paramyosin und Projektin (Flugmuskulatur von Acherontia atropos)

A: Elutionsprofil der Mono Q-S&aule; die Positionen der vereinigten Fraktionen fir Projektin (Pro)
und Paramyosin (Par) sind angezeigt

B: Einzelschritte der Praparation; 5 % SDS-PAGE
Myof: Myofibrillen; Extr.: Extrakt; Pro: Projektin; Par: Paramyosin

Das Gel in Abb. 3-17 B fasst die wesentlichen Schritte dieser Reinigung zusammen: Die
Probe gewaschener Myofibrillen weist neben den beiden Hauptproteinen Myosin-HC
(200 kDa) und Aktin (51 kDa) insbesondere die Paramyosin-Doppelbande zwischen 100 und
110 kDa auf. Daneben fallen Proteine mit apparenten Molekulargewichten von 81 kDa, 59
kDa und eine Reihe von Banden mit Molekulargewichten unterhalb des Aktin ins Auge. Mit
51 kDa apparentem Molekulargewicht erscheint das Aktin-Monomer in dieser Spezies, re-
spektive diesem Muskeltyp merklich groBer als Ublich (42-45 kDa). Legt man diesen Wert
zugrunde, so konnte es sich bei dem 59 kDa-Protein um die Ubiquitin-modifizierte Variante
des Aktin handeln, wie fir andere Insekten beschrieben (Ball et al., 1987). Eine exakte Zu-
ordnung einzelner Banden bleibt jedoch aufgrund fehlender Sequenz-Daten fiir die prapa-
rierte Art unsicher. So kann die Bande bei 81 kDa auch nur vorbehaltlich als a-Aktinin einge-
stuft werden. Die regulatorischen Protein-Komplexe der dinnen Filamente setzen sich ge-
wohnlich aus Komponenten mit Molekulargewichten kleiner 45 kDa zusammen (z.B. Tropo-
myosin um 35 kDa). Hier wie im Extrakt sind Proteine grof3er als die Myosin-Schwere Kette
aufgrund ihrer vergleichsweise geringen Konzentration nicht anfarbbar. Die Extraktprobe
zeigt die beiden erwdhnten Hauptverunreinigungen. Die dritte erkennbare Komponente
taucht auch hier als Doppelbande mit Molekulargewichten von 109 und 101 kDa auf. Das
relative, densitrometrisch bestimmte Verhéaltnis dieser Banden in der gereinigten Probe des
Paramyosin bleibt verglichen mit der Myofibrillenprobe konstant. Dies mag als ein Hinweis
auf die Anwesenheit zweier Isoformen im praparierten Muskeltyp gedeutet werden, jedoch
kann eine besondere proteolytische Anfalligkeit nicht ausgeschlossen werden. Die Degrada-

tion musste dann schon wahrend der ersten Praparationsschritte stattgefunden haben, wah-
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rend derer die Proteine aber noch durch den Myofibrillenverbund geschiitzt sein sollten. Im
Ubrigen demonstrieren die Auftragungen der isolierten Protein die hohe Reinheit der Prapa-
ration. Dabei ist Projektin als einzelne Bande an der oberen Gelkante zu erkennen. Es konn-
ten unter diesen Bedingungen aus der Flugmuskulatur von 6 Tieren ca. 0,8 mg Paramyosin

und 1,2 mg Projektin gewonnen werden.

3.6.2 Bindungs-ELISA

Zur quantitativen Untersuchung der Wechselwirkung exprimierter Proteine mit den isolierten
Myosin-assoziierten Proteinen Paramyosin und Projektin wurde ein Bindungstest auf Mikro-
titerplatten durchgefihrt. Die akzessorischen Proteine wurden in konstanter Konzentration an
die Oberflache der Vertiefungen gebunden und die Anlagerung aufsteigender Mengen an
biotinylierten Fragmenten lber das Avidin-Peroxidase-System nachgewiesen. Fir eine ge-
gebene Konzentration an LMM-Protein wurden dazu vier Parallelwerte aufgenommen, die
um die unspezifische Bindung an das Blockierungsreagenz (Doppelbestimmungsmittelwert)
korrigiert wurden. Die Umrechnung in ng des jeweiligen Proteins erfolgte anhand einer Kali-
brierkurve fur das biotinylierte Fragment, deren Regression ausnahmslos mit fast 100 %iger
Ubereinstimmung einer quadratischen Gleichung folgte (Korrelationsdeterminante R? >
0,999).

Unter den hier gewéhlten Bedingungen kann fiir keines der Fragmente eine spezifische Bin-
dung an Projektin nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Die jeweiligen Parallelwerte
schwanken in weitem Bereich bei insgesamt niedriger absoluter Menge an gebundenem

Protein.
Im Gegensatz dazu wurden fur die Bindungen an Paramyosin charakteristische Kurven er-
halten, die sich in sehr guter Naherung ( R? > 0,99; Ausnahmen: 2-1: 0,942; 2-19G: 0,921)

durch eine Hyperbel der Form  y=i>-+cx  beschreiben lassen (Abb. 3-18). Die Kurven

sind in Paaren der korrespondierenden N-terminal verschiedenen Proteine zusammenge-

stellt, so dass die Grundtendenzen illustriert werden.

Als chargenubergreifender Vergleich wurden in drei unabhangigen Messungen unterschied-
liche Praparationen des Fragments 3-19 getestet. Abb. 3-19 zeigt deren hohe Ubereinstim-
mung: Die Standardabweichungen bewegen sich in Bereichen, wie sie auch fir die Parallel-
messungen beobachtet wurden. Die Bindungskurven zeigen durchweg eine Tendenz zu ei-
nem Sattigungsverlauf. Die fragmentspezifische Bindung schwankt dabei in weiten Berei-
chen. Bei der quantitativen Betrachtung missen bestimmte, methodisch bedingte Einschrén-
kungen bericksichtigt werden. So ist die absolute Menge an tatséchlich an die Kavitaten

gebundenem Paramyosin nicht eindeutig zu bestimmen.
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Abb. 3-18: Bindung der Fragmente an Paramyosin

0w >

Mittelwerte aus Vierfach-Bestimmungen.
Bindungsbedingungen: 150 mM KCI; 10 mM Imidazol; pH 7,2; 2 mM MgCl,; 0,05 % MMP.
Vorlage: 150 ng Paramyosin/well (entspricht 0,7 pmol); maximal angebotene Konzentration an
Fragment: 1,6 pg/well bzw. 2,4 pg/well fir kurze respektive lange Fragmente (entspricht 18 pmol)

pmol Fragment / well

: Bindungskurven fur C-terminal deletierte Fragmente 3-1 und 2-1

: Bindungskurven fur Exon 18 -Fragmente 3-18 und 2-18
: Bindungskurven fur Exon 19-Fragmente 3-19 und 2-19

: Bindungskurven fur Glutamat-Mutanten der Exon19-Fragmente 3-19G und 2-19G
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Abb. 3-19: Paramyosin-Bindung unabhéangiger Praparationen (n=3) des Fragments 3-19
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Des Weiteren muss bei der Quantifizierung an Paramyosin gebundenen Proteins eine Ka-
librierkurve zugrunde gelegt werden, die auf Protein-Polystyrol-Wechselwirkung beruht. Dass
diese sich nicht ideal verhalt, ist der Tatsache zu enthehmen, dass die Kalibrierkurven nur
schlecht durch eine lineare Beziehung zu beschreiben sind. Diese systembedingten Ein-
schrankungen beeintrachtigen jedoch nicht die direkte Vergleichbarkeit der Proteine unter-
einander. Eine Unsicherheit ergibt sich lediglich bei der Interpretation der molaren Bindung.
Da die beiden beschriebenen Effekte einen gegenlaufigen Einfluss auf das Messergebnis
haben, erscheint die gewéhlte Darstellungsform gerechtfertigt.

Der Mal3stab fur die unter diesen Bedingungen zu erzielenden maximalen Bindungen ist das
Fragment 3-19G, die Mutante des langsten exprimierten Proteins. Alle Ubrigen langeren
Fragmente zeigen eine um einen Faktor 2-3 geringere Bindung an Paramyosin, wobei die
individuellen Unterschiede zwischen den drei letztgenannten unter Bertcksichtigung der je-
weiligen Standardabweichungen (s.a. Abb. 3-19) als nicht signifikant einzuordnen sind. Die
Einfihrung einer negativen Ladung im Bereich des Exon 19-Abschnittes steigert die maxima-

le Bindung des Fragments 3-19 um den Faktor 3.

Ebenfalls konnen die geringfligigen Abweichungen der N-terminal verkiirzten Proteine unter-
einander als nicht aussagekraftig bezeichnet werden. Die Bindungen aller kleineren Frag-
mente fallen jedoch verglichen mit den groRReren signifikant niedriger aus: Die Gleichheits-
wahrscheinlichkeit gegentber dem jeweils N-terminal langeren Gegenpart geht in allen Fal-
len gegen 0. Um diesen Unterschied zu quantifizieren, wurden die Differenzfaktoren bei glei-
cher molarer Auftragsmenge fir die einzelnen Paare bestimmt und gemittelt: Der durch-
schnittliche Abweichungsfaktor der Messwerte kleinerer und gréf3erer Fragmente betragt fur
die C-terminal deletierten Fragmente 2,3 + 0,9, die Exon 18-Fragmente 2,4 + 0,5, die Exon
19-Fragmente 2,6 + 0,5 (3-19-Daten: Mittelwerte der in Abb. 3-19 dargestellten unabhéngi-
gen Messungen) und fiir die Mutanten 9,5 + 1,2. Fragmente nativer Primarsequenz binden

also in Gegenwart des MHC3-Abschnittes ca. 2,5fach besser an Paramyosin.

3.6.3 Paramyosin-Koaggregation

Ein direkter Ansatz, die gerichtete Interaktion von coiled coil-Proteinen zu belegen, liegt in
der Moglichkeit, die Bildung geordneter Strukturen unter moglichst physiologischen Bedin-
gungen zu induzieren und diese elektronenmikroskopisch zu untersuchen. Bindungsstudien
kénnen zwar eine Wechselwirkung zweier Komponenten aufzeigen, jedoch nur indirekte
Hinweise auf die Spezifitat liefern. So stellt sich nach den Ergebnissen der ELISA-Tests bei-
spielsweise die Frage, ob es sich bei den im Vergleich deutlich schwacheren Wechselwir-
kungen der kleineren Proteine mit Paramyosin noch um geordnete, d.h. Domanen-abhan-
gige Anlagerungen handelt. Daher wurde in Ergdnzung zu den ELISA-Messungen versucht,

Koaggregate von Paramyosin mit den exprimierten Proteinen herzustellen.
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Der Nachweis der strukturellen und funktionellen Integritdt des hier praparierten Paramyo-
sins aus Acherontia wurde Uber einen parallelen Aggregationsansatz gefuihrt, der einen Ver-
gleich mit Literaturdaten ermoglicht. Aggregate von isoliertem Paramyosin sind nebst Filte-

rungsergebnissen in Abb. 3-20 dargestellt:

72,5 nm*

| |r|-u5{ién.|;| |

Abb. 3-20: Parakristalle von Acherontia-Paramyosin

Herstellung durch Dialyse von geléstem Paramyosin (in: 600 mM KCI; 10 mM Imidazol, pH 7,2; 2
mM MgCl,; 0,02 % NaN3) gegen 150 mM KCI im gleichen Puffersystem

: Ubersicht Uiber Parakristalle mit einer Periodizitat von 72,5 nm; Balken = 100 nm

: VergroRerte Ansicht tUber 2,5 Perioden eines Parakristalls vom in A dargestellten Typ mit besser
erkennbaren Substrukturen; Balken = 100 nm

C: FFT eines solchen Parakristalls, die die Hauptperiode von 72,5 nm und Ordnungen davon bis zur
17. Ordnung zeigt; ein objektbedingter vertikal verlaufender Beugungsartefakt ist ausgeblendet

D: p2-Dichteverteilung einer Filterung auf samtliche meridionalen Ordnungen von 72,5 nm (Box)

W >

Die in diesem Kontrollansatz erhaltenen Parakristalle sind einheitlich von nadelférmiger
Grundgestalt (Abb. 3-20 A) und zeigen bei einer Paramyosin-typischen Periodizitat von
72,5 nm einen hohen Grad longitudinaler Ordnung (s.a. FFT in Abb. 3-20 C). Das
Grundmuster der Periode andert sich Uber die gesamte Lange der Aggregate nicht. Sie wird
von ca. 10 nm breiten dunklen Banden niedriger Proteindichte eingerahmt, zwischen denen
das Proteinmaterial aufgetrieben erscheint. Schon bei ungefilterter Inspektion des
vergroRerten Abschnittes in Abb. 3-20 B ist ein spiegelsymmetrisches Banderungsmuster

erkennbar, dessen Feinstruktur Uber die Filterung in Abb. 3-20 D verdeutlicht wird. Es
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sen Feinstruktur Gber die Filterung in Abb. 3-20 D verdeutlicht wird. Es handelt sich hier um
eine durch Filterung auf die meridionalen Ordnungen von 72,5 nm gewonnene Dichtevertei-
lung mit Spiegelsymmetrie, d.h. es wurde auf eine Spiegelebene innerhalb einer bipolaren
Anordnung gefiltert. Dieses Vorgehen ist nicht nur durch die optische Einschatzung begrun-
det, auch das kristallographische Programm CRISP berechnet eine p2-Symmetrie als die
wahrscheinlichste. Dabei ist zu berucksichtigen, dass es sich um eine Aussage zur ein-
dimensionalen Symmetrie handelt. Unter den sieben ein-dimensionalen Gruppen
(Hammond, 1997) ware das vorliegende Muster als pmmz2 einzuordnen, jenes mit der héchs-
ten Symmetriestufe. Das spiegelsymmetrische Muster ist gepragt von schmalen Querstrei-
fungen und zeigt beiderseits des dunklen Hauptbandes einen ca. 13 nm breiten Bereich mitt-

lerer Farbungsintensitéat.

Zur Herstellung der Mischaggregate von Paramyosin mit den exprimierten Fragmenten (mo-
lares Verhaltnis vor Assoziation 1:1) wurden zwei Puffersubstanzen verwendet, nachdem
sich herausgestellt hatte, dass in dem zum Plattentest eingesetzten Imidazol-Puffer die Aus-
bildung von Parakristallen mit hohem Ordnungsgrad nur schwer zu erreichen war (Abb. 3-21
A und C). Dabei zeigen die kleineren Fragmente zusammen mit Paramyosin eine Neigung
zur Bildung amorpher Strukturen (Abb. 3-21 A) ohne erkennbare Querstreifung. Gebanderte
Aggregate werden zwar in den Mischpréparaten der groReren Fragmente erhalten, doch
auch diese sind von unregelmafiger Gestalt; in Abb. 3-21 C ist eine "Ausfransung" und nicht
integriertes Proteinmaterial in loser Assoziation zum Aggregat zu erkennen.

6T-¢

61-€

A

Imidazol Histidin

Abb. 3-21: Vergleich von Paramyosin-Koaggregaten kirzerer und langerer Fragmente in ver-
schiedenen Puffern. Gradientendialyse gegen 150 mM KCI; 10 mM Imidazol/Histidin, pH 7,2;
2 mM MgCl,; 0,02 % NaNs. Balken = 100 nm

: Aggregat des Kombinationsansatzes mit 2-19 in Imidazol-Puffer
: Aggregat des Kombinationsansatzes mit 3-19 in Imidazol-Puffer
: Aggregat des Kombinationsansatzes mit 2-19 in Histidin-Puffer
: Aggregat des Kombinationsansatzes mit 3-19 in Histidin-Puffer

o0 w>
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Daher wurde auch fir diese Versuche das nahe verwandte Histidin eingesetzt, das ebenfalls
bei der Aggregation isolierter Fragmente verwendet wurde (s. Kap. 3.7). Beim Vergleich der
Abbildungen 3-21 B und D (Aggregate in Histidin-Puffer) mit den vorgenannten fallt der deut-
lich héhere Ordnungsgrad ins Auge. Die dargestellten Parakristalle der Kombinationsansatze
der Fragmente 2-19 und 3-19 mit Paramyosin lassen eine 14,5 nm-Bé&nderung erkennen, die
im Falle des kirzeren Fragmentes undeutlicher ausgeprégt ist, was auf die unebenmafige
Substrukturierung des Aggregats zuriickzufihren ist. Die in Abb. 3-21 D dargestellte Form
wird im Folgenden anhand der Abb. 3-22 B noch naher vorgestellt. Abb. 3-21 illustriert somit
zwei Grundtendenzen: zum einen ist die strukturelle Integritdt von Koaggregaten in Histidin-
gepufferten Losungen deutlich verbessert, zum anderen scheinen sich Mischkristalle mit lan-
geren Fragmenten leichter zu hoherem Ordnungsgrad ausformen zu kénnen.

Einzelne Beispiele von Misch-Parakristallen mit unterschiedlichen Fragmenten in Histidin-
Puffer sind in Abb. 3-22 dargestellt. Die Prasentation beschrankt sich auf Einzelbeispiele, da
die Misch-Parakristalle unabhéngig vom zugegebenen Fragment-Typ von &Aul3erst poly-
morpher Natur sind, wie aus Abb. 3-22 A ersichtlich. Generell ist festzustellen, dass sie in
Langsrichtung scharf begrenzt sind, wahrend die Enden zumeist gesplei3t erscheinen. Die
beobachteten Banderungsmuster sind sehr uneinheitlich und variieren von einer deutlich
ausgepragten Grundperiode von 14,5 nm (Abb. 3-22 B) bis hin zu sehr kompliziert erschei-
nenden Formen wie in Abb. 3-22 C. Dabei andert sich die Querstreifung sowohl in lateraler
als auch in longitudinaler Richtung entlang der Koaggregate. Dementsprechend sind auch
die korrespondierenden Fourier-Transformationen sehr vielgestaltig, jedoch kénnen Grund-
eigenschaften festgestellt werden, die wiederum unabhangig vom verwendeten Fragment zu
sein scheinen: Ordnungen von 14,5 nm erscheinen bis hinauf zur vierten bei deutlicher Be-
tonung der ersten und dritten Ordnung auf dem Meridian.

Alle Ubrigen Beugungsreflexe sind meist nicht auf dieser Achse zentriert und neigen zur
Ausbildung von Linien oder off-meridionalen Reflexen. Sie kdnnen als Oberténe der Para-
myosin-spezifischen Periode von 72,5 nm interpretiert werden, wobei sich die gefundenen
Abstande auf die Ordnungen 2, 3, 6, 8, 12 und 17 konzentrieren. Auch diese Beobachtung
ist in Abb. 3-22 eingebunden (Markierungen innerhalb der FFTs).

Abb. 3-22 D zeigt ein nur sehr selten zu findendes Exemplar eines Mischkristalls von 2-19
mit Paramyosin, das sich durch seinen vergleichsweise hohen Ordnungsgrad von den ge-
wohnlich zu findenden Aggregaten (s. Abb. 3-21 B) unterscheidet. Wie auch bei den Para-
myosin-Koaggregaten der langeren Fragmente sind in der entsprechenden FFT Ordnungen
von 72,5 nm zu erkennen, die die Beteiligung von Paramyosin demonstrieren. Generell
scheinen jedoch kirzere Fragmente eine geringere Tendenz zur Ausbildung hoch geordne-

ter Mischkristalle mit Paramyosin aufzuweisen.
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Ordnung 72,5 nm: 2. 3.6.8.12.17.

14,5 nm™*
e
b o
7 e GG

Ordnung 72,5 nm: 2.3. 8.12.17.

Ordnung 72,5 nm: 2.

Ordnung 725n T

Abb. 3-22: Koaggregate verschiedener Fragmente mit Paramyosin (Histidin-Puffer: s. Abb. 3-21;
Balken = 100 nm; molares Verhdltnis der Proteine im Aggregationsansatz = 1:1)

A: 3-19 + Paramyosin
B: 3-19 G + Paramyosin
C: 3-1 + Paramyosin

D: 2-19 + Paramyosin
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3.7 Fragment-Aggregate

LMM ist als der aggregationsfahige Teil des Myosinmolekils in der Lage, sich in Lésungen
niedriger lonenstarke zu geordneten Strukturen zusammenzulagern. Von der elektronenmi-
kroskopischen Analyse solcher meist parakristalliner Aggregate, die sehr unterschiedliche
Formen annehmen kénnen, erhofft man sich Rickschlisse auf die Filamentstruktur. Bedingt
durch die Zusammensetzung der Ldsung, die Art der Absenkung der lonenstarke und die
Lokalisierung des LMM-Abschnittes werden bestimmte intramolekulare Interaktionen bevor-
zugt, so dass sich charakteristische Muster ausbilden. Diese kénnen Uber die Technik der
Negativkontrastierung dargestellt werden. Die Periodizitdten der entstehenden Motive sind
dabei in der Regel integrale Vielfache des Kopfchenabstandes der dicken Filamente. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschiedene Arten von Perioden erhalten, die im Folgen-
den nach Klassen unterschieden werden. Generell kann festgestellt werden, dass sich in
einer Einzelpréaparation (eines bestimmten Fragmentes unter spezifischen Aggregationsbe-
dingungen) Uberwiegend oder ausschlie3lich Aggregate eines bestimmten Typs finden las-
sen, die Praparate also als nahezu homogen zu bezeichnen sind. Ein Polymorphismus von
Aggregationsmustern ist in Abh&ngigkeit vom gewdahlten Verfahren zur Absenkung der lo-

nenstéarke vor allem fir das Fragment 2-19 zu beobachten.

3.7.1 Aggregate mit einer 43,5 nm-Periodizitat

Parakristalle mit einer Periode von 43,5 nm entstehen mit den Fragmenten 3-19 und 3-19G
nach langsamer Dialyse gegen Histidin-Puffer. Beispiele hierflir sind in Abb. 3-23 dargestellt.
Eine Grundeigenschaft aller beobachteten spindel- bis nadelférmigen Parakristalle dieses
Typs wird in der Darstellung offensichtlich: Das Grundmotiv setzt sich nicht tiber die gesamte
Breite des Aggregats fort. Das in Abb. 3-23 A dargestellte Exemplar zeigt, wie das im Aus-
schnitt vergroRerte, spiegelsymmetrische Muster in den axialen Flanken zu beobachten ist,
jedoch um einen Betrag von 14,5 nm gegeneinander versetzt (Pfeile). Das Muster wird do-
miniert von einem dunklen, 27 nm einnehmenden Bereich, der beiderseitig von einer 4,5 nm
breiten, hellen Bande eingerahmt wird. Den Abschluss der Periode bildet ein dunkler Streifen
von 7,5 nm Breite. Im Zentrum des Parakristalls gehen die beiden Muster graduell ineinander
uber. Ein in dieser Hinsicht noch extremeres Beispiel stellt die in Abb. 3-23 B gezeigte Spin-
del eines 3-19G-Aggregats dar. Das Grundmuster ist nur noch sehr punktuell zu beobachten,

wahrend sich Uber den gesamten Parakristall Superpositionsmuster ausbilden.
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43,5 nmt
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Abb. 3-23: 43,5nm-periodische Parakristalle

A: Parakristall von 3-19 nach Gradientendialyse gegen 150 mM KCI; 10 mM Histidin, pH 7,2; 2 mM
MgCl,; 0,02 % NaNs; Balken = 100 nm. Der vergréRerte Ausschnitt zeigt einen ca. 3,5 Perioden
umspannenden Bereich, die Pfeile markieren die Uber die Breite des Parakristalls zu beobachtende
Musterverschiebung um 14,5 nm

B: Parakristall von 3-19 G nach Gradientendialyse gegen 150 mM KCI; 10 mM Histidin, pH 7,2; 2 mM
MgCl,; 0,02 % NaNs; Balken = 100 nm

C: Fourier-Transformation eines Ausschnittes dieses Typs; die Linien markieren den axialen Netz-
ebenenabstand von 43,5 nm und dessen héhere Ordnungen.

Da die Bereiche, in denen das im Ausschnitt dargestellte Motiv in reiner Form vorliegt, sehr
eng begrenzt sind, werden von Fourier-Transformationen selbst bei kleinst moglicher aus-
wertbarer RahmengréRe immer Uberschneidungsbereiche erfasst; damit ist es nicht mdglich,
auf dieses Muster zu filtern. Die Fourier-Transformation ist hier also nur dazu gedacht, die
trotz allem hohe RegelméRigkeit der 43,5 nm-Periode zu demonstrieren. Zusammenfassend
kann also fir die Parakristalle diese Typs eine echte Homogenitat nicht reklamiert werden,
jedoch scheinen sich die unterschiedlichen Auspragungen auf ein gemeinsames Grundmotiv
zurUckfihren zu lassen.
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3.7.2 Aggregate mit einer Grundperiode von 14,5 nm

Die am haufigsten beobachtete Periodizitat in Parakristallen wie auch in Schichtkristallen ist
die des Kopfchenabstandes in Filamenten von 14,5 nm. Sie wurde in Praparaten der Frag-
mente 2-1, 2-18, 2-19 (Einzelfall in Imidazolpuffer), 3-1, 3-18 und 3-19 (Imidazolpuffer) ge-
funden. In den wenigen Fallen, in denen flachige Anordnungen auf Lipidmonolayern erhalten
werden konnten, lag ebenfalls eine solcher Wiederholungsabstand zugrunde. Dabei schei-
nen die Fragmente, die den C-terminalen Exon 19-Abschnitt aufweisen, eine geringere Ten-
denz zur Ausbildung eines solchen Grundmusters im standardmaflig verwendeten Histidin-
Puffer zu haben. Die vier Fragmente, denen dieser Abschnitt fehlt, bilden im genannten Puf-
fersystem nach Dialyse vorzugsweise extrem dichte und kompakt erscheinende Parakristal-
le, die oft Uber die gesamte Lange von Schwermetall dunkel gefarbt erscheinen (nicht darge-
stellt). Bereiche, in denen ein Banderungsmuster zu erkennen ist, sind dann auf die Enden
der Parakristalle beschrankt. An Einzelféllen kann jedoch eine eindeutige Zuordnung zu dem
hier zu charakterisierenden Typ vorgenommen werden. Teilweise, speziell in Praparaten des
Fragments 3-18 sind Objekte zu beobachten, die durch ihre Scharfkantigkeit in (mindestens)
zwei Dimensionen an Kristalle erinnern. Die angewendete Technik erlaubte jedoch eine wei-
tergehende Analyse nicht. Diese Strukturen sind tiefschwarz von Uranylacetat durchdrungen

und erleiden innerhalb von kirzester Zeit Strahlungsschaden.

Bei rein optischer Analyse der in Abb. 3-24 A und C dargestellten 14,5 nm-Musters entsteht
der Eindruck eines maanderféormigen Wechsels dunkler und heller Zonen von &hnlicher Aus-
dehnung in axialer Richtung (Langsachse der Parakristalle ist horizontal), wobei die Kon-
trastunterschiede relativ gering ausfallen. Die in B und D dargestellten FFTs, die nennens-
werte Intensitaten nur bei ungeraden Ordnungen der Periode aufweisen, wurden durch Filte-
rung auf die meridionalen Ordnungen von 14,5 nm zur Erstellung der Dichteverteilung in den
eingebundenen Graphiken (,insets") herangezogen. Die Darstellung demonstriert, dass ein
identisches Farbungsprofil bei Verwendung N-terminal unterschiedlicher Fragmente erhalten
werden kann. In den hier gezeigten Beispielen fur die Fragmente 2-19 und 3-19 ergibt sich
durch die Filterung ein viergeteilter Farbungsverlauf, der die Periode von 14,5 nm in jeweils
einen ca. 2,5 nm breiten, dunklen und hellen Streifen mit dazwischenliegenden Bereichen
mittlerer Farbtiefe einteilt. Das annéahernd als sinusoid zu bezeichnende Muster ist deutlich
spiegelsymmetrisch.

Daruiber hinaus konnte jedoch festgestellt werden, dass diese durch Filterung gewonnene
Dichteverteilung in unterschiedlichen Objekten einer Praparation trotz optisch groRer Ahn-
lichkeit durchaus variieren kann. Dieser Effekt wird durch Abb. 3-25 anhand zweier Pa-
rakristalle von 3-19-Fragmenten dokumentiert. Eine dhnliche Aufnahme, an der analoge Ef-
fekte ausgewertet wurden, konnte von 3-18-Fragmenten nach Mehrschrittdialyse angefertigt

werden (nicht dargestellt).
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14,5 nmt

145 nmt

Abb. 3-24: 14,5 nm-Periode: axiale Musterbildung durch die Fragmente 2-19 und 3-19

A:

Ausschnitt aus einem Parakristall von 2-19-Fragmenten nach Mehrschrittdialyse (50 mM KCI; 10
mM Imidazol, pH 7,2; 2 mM MgCl,; 0,02 % NaNs). Langsachse des Parakristalls horizontal, Balken
=100 nm. Inset: Dichteverteilung der 14,5 nm-Periode durch Filterung auf 14,5nm-Ordnungen aus:

: FFT von A; Gitterabstande von 14,5 nm und der 3. Ordnung davon sind markiert
. Ausschnitt aus einem Parakristall von 3-19-Fragmenten nach Mehrschrittdialyse (50 mM KCI; 10

mM Imidazol, pH 7,2; 2 mM MgCl,; 0,02 % NaNj3). Lédngsachse des Parakristalls horizontal, Balken
=100 nm. Inset: Dichteverteilung der 14,5 nm-Periode durch Filterung auf deren Ordnungen aus:

: FFT von C; Gitterabstande von 14,5 nm bzw. der 3. und 5. Ordnung davon sind markiert

Abb. 3-25: 14,5 nm-Periode: unterschiedliche Feinstruktur in Aggregaten von 3-19-Fragmenten

A:

TOMTMTMmMOO®

Ubersicht tiber zwei benachbarte Parakristalle von 3-19 nach SDP in 50 mM KCI; 10 mM Imidazol,
pH 7,2; 2 mM MgCl,; 0,02% NaNs. Balken = 100 hm

: Ausschnitt-VergréRerung aus dem breiten Parakristall in A

: FFT von B; Reflexionen nahe des Ursprungs entsprechen dem 14,5 nm-Abstand

: Filterung aus C auf meridionale Ordnungen von 14,5 nm; Kantenlange der Box: 14,5 nm

: Ausschnitt-VergroRerung aus dem schmalen Parakristall in A

: FFT von E; dimensioniert wie C

: Filterung aus F auf meridionale Ordnungen von 14,5 nm; Kantenlange der Box: 14,5 nm

: FFT eines Ausschnitts des breiten Parakristalls mit Beugungspunkten in 2 Dimensionen; Filterung

auf die eingekreisten Reflexionen ergeben die Rekonstruktion in:

I: Bildrekonstruktion nach Filterung auf die 3 in H markierten Beugungspunkte (MaskengroRe: 2

Pixel); dargestellt sind 4,5 Perioden
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Die Ubersicht in Abb. 3-25 A zeigt zentrale Abschnitte nadelférmiger Parakristalle, wobei
insbesondere beim Vergleich der Ausschnitte in B und E ersichtlich wird, dass die jeweiligen
Feinmuster optisch kaum voneinander unterscheidbar sind. Die aus den 14,5 nm-Ordnungen
erstellten Dichteverteilungen zeigen jedoch deutliche Unterschiede: In D, der Rekonstruktion
des breiteren Exemplars, ergibt sich ein nahezu zweigeteiltes Muster mit 2-2,5 nm schmalen
Ubergangsbereichen mittlerer Graustufe (der helle Abschnitt weist zudem einen zentralen
"Nadelstreifen" auf).

Die Bereiche extremer Farbung sind in Abb. 3-25 G (schmaler Parakristall) auf ca. 1,7 nm
begrenzt. Hier nehmen mittlere Graustufen mit leichten Dichtemodulationen den Rest der
Periode ein. Beide Motive sind ebenfalls spiegelsymmetrisch und kdnnen als Abwandlungen
aus den in Abb. 3-24 dargestellten Mustern beschrieben werden, indem sich im einen Fall
die Zonen maximaler Graustufenintensitat auf Kosten der Banden mittlerer Intensitat verbrei-

tern, im anderen verschmalern.

Bei eingehender Betrachtung der Fourier-Transformation in Abb. 3-25 C kdnnen weitere
Beugungsreflexionen in der Flache der FFT ausgemacht werden. Es handelt sich hierbei
nicht in allen Fallen um zufallig auftretende Intensitdtsschwankungen, einige kénnen Uber
einen begrenzten Bereich des breiteren Aggregats wiederholt in mehreren Transformationen
beobachtet werden. Allerdings stellt sich auch in diesem Ausschnitt eine gewisse Variabilitat
des Beugungsmusters ein. Neben dem prominenten 14,5 nm-spot wurden reproduzierbar
zwei weitere Reflexe beobachtet; eine entsprechende FFT ist in Abb. 3-25 H abgebildet.
Diese drei Intensitaten wurden zur Rekonstruktion in Abb. 3-25 | verwendet. Der aul3erste,
nahezu aquatorial positionierte Beugungspunkt verursacht dabei eine haorizontal verlaufende
Dichtemodulation im Abstand von 2,9 nm. Die Anwesenheit von Reflexen in zwei Dimensio-
nen der FFT deutet eine lokale flachige Ordnung der Molekiile an, d.h. es flieRen hier auch
Anteile ein, die mit der lateralen Assoziation der LMM-Stabe in Verbindung stehen. Aller-
dings sind lediglich drei Reflexe nicht ausreichend, um die wahre Einheitszelle mit hinrei-

chender Sicherheit zu bestimmen.

Weitere Informationen zu diesem fundamentalen Wiederholungsmotiv bietet die Auswertung
von Schichtanordnungen auf Lipidmonolayern. Im Gegensatz zur Analyse von Parakristallen,
in denen die 3-dimensionale Anordnung nicht ohne weiteres nachvollzogen werden kann und
die nicht-axiale Ordnung oft nur schwach ausgepréagt ist, hat man unter Verwendung dieser
Technik die Mdglichkeit, eine Assoziation von Molektlen oder Substrukturen in der Ebene zu
induzieren. Man erhdht somit drastisch die Wahrscheinlichkeit, Charakteristiken der seitli-
chen Zusammenlagerung zu erfassen. Allgemein liberwiegt unter den hier gewahlten Bedin-
gungen bei allen Fragmenten ein eher faserig erscheinendes Gesamtbild von schwach kon-
trastierten Strukturen. Diese sind nur lose assoziiert und lassen keinerlei Periodizitat erken-

nen (nicht dargestellt). Gelegentlich sind auch in diesen Praparaten Aggregate von pa-
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rakristallinem Charakter zu beobachten, in denen offensichtlich kein schichtartiger Aufbau
vorliegt (s. Abb. 3-27 in Kap. 3.7.3). Es konnten jedoch einige Objekte gefunden werden, die
eine hinreichende Organisation aufwiesen. Bei den in Abb. 3-26 dargestellten Anordnungen
handelt es sich um Exemplare, die mit Fragmenten ohne den durch Exon 19 kodierten C-

Terminus erhalten werden konnten.

In diesen Schichtanordnungen (Abb. 3-26 A und B) wird die 14,5 nm Periode bei insgesamt
schwacher Kontrastierung durch eine hier im Winkel von ca. 25° zur Horizontalen verlaufen-
de helle Streifung betont. Im Unterschied zu den bisher beschriebenen Mustern ist ein offen-
sichtlicher Hell-Dunkel-Wechsel hier nicht zu beobachten. Folgerichtig unterscheidet sich
auch die meridionale Beugungscharakteristik von den oben beschriebenen durch die Anwe-
senheit einer deutlichen Intensitat in der 4. Ordnung der Periode, es tauchen also nicht mehr
lediglich ungerade Ordnungen auf. Die relativen Intensitdten auf den jeweiligen Ordnungen
zeigen deutliche Parallelen, indem sich die Hauptintensitat auf der dritten Ordnung wieder-
findet, die 2. Ordnung dagegen nur schwach bis verschwindend ausgepragt ist. Konsequen-
terweise ergibt die Filterung auf die Obertdne der Grundperiode (insets in Abb. 3-26 A und B)
ein fast deckungsgleiches Bild und zeigt keinen sinusoiden Verlauf, sondern ist durch zusatz-
liche Farbungen modifiziert. Prinzipiell ist in den ebenfalls spiegelsymmetrischen Mustern
wiederum je eine Zone extremer Farbtiefe in der Halbposition der Periode zu beobachten,
wahrend mittlere Grautdne den Rest der Periode dominieren. Jedoch ist hier in beiden Fallen
der helle Bereich von dunklen Streifen eingerahmt. Der wechselnde Farbverlauf macht eine
eindeutige Bestimmung der Ausdehnung der einzelnen Zonen schwierig. Die dunklen Strei-
fen beiderseits der markanten, hellen Zone scheinen jedoch mit anndhernd 2 nm Breite ver-
gleichsweise schmaler, wahrend die tUbrigen eher auf einen Wert von 2,5 nm Breite einzustu-
fen sind.

An sehr unterschiedlichen Stellen tauchen in den korrespondierenden FFTs Beugungsinten-
sitdten auf, die eine laterale Ordnung innerhalb der Schichtanordnungen anzeigen. Sehr
schwach ist dieser Reflex im Falle des 2-18-Fragments ausgepragt und markiert zusammen
mit der Hauptperiode eine Einheitszelle der Dimensionen a = 2,95 nm; b = 25,9 nm; y =
33,9°. Die Einheitszelle fur das langere Fragment 3-1 ist orthogonal, d. h. der Beugungsre-
flex liegt hier auf dem Aquator bei einem Abstand von 3,8 nm (Einheitszelle: a = 3,8 nm, b =
14,5 nm, v =90°). Diese Dichteverteilung ist deutlich ausgepragt; das belegt die Anwesenheit
multipler Reflexe auf dem entsprechenden Gitter. Die Rekonstruktionen in Abb. 3-26 C und
D visualisieren die Orientierung der Einheitszellen vor dem Hintergrund der durch den ent-
sprechenden Reflex hervorgerufenen Dichteverteilungen. Dabei wird in der 2-18-Filterung
(Abb. 3-26 C) demonstriert, wie die 2,95 nm-Kante im rechten Winkel zur "axialen" Periode

von 14,5 nm orientiert ist.
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Auch wird hier offensichtlich, dass diese Dichteverteilung nicht Uber eine gré3ere Flache in
gleicher Regelmé&Rigkeit ausgepragt ist. Oben links im gewdahlten Ausschnitt beginnt das
gefilterte Gitter zu verschwimmen. Diese Unschéarfe schwécht den entsprechenden Beu-
gungspunkt ab. Bezieht man hingegen alle Gitterintensitaten der klarer definierten 3-1-
Einheitzelle mit ein, so bevorzugt das kristallographische Programm eine p2-Symmetrie in-
nerhalb der Zelle. Diese setzt eine 2fache Rotationssymmetrie voraus, wie in Abb. 3-26 E

nachvollzogen werden kann.

3.7.3 Aggregate mit 58 nm-Charakteristiken

Die bis hierher fir Fragment-Aggregate beschriebenen Perioden des fundamentalen Kdpf-
chenabstandes von 14,5 nm und dessen Dreifachem kdnnen als echte axiale Wiederholun-
gen eingestuft werden, indem die entsprechenden Reflexe in fibrésen Parakristallen auf dem
Meridian der FFT lokalisiert sind. Darlber hinaus kann in Aggregaten des Fragments 2-19
unter verschiedenen Bedingungen eine 58 nm-periodische Eigenschaft beobachtet werden.
Im Folgenden soll dieses Phdnomen anhand zweier Beispiele ndher beschrieben werden.
Zunéchst ist festzuhalten, dass dieses Charakteristikum niemals unabhangig von einer
gleichzeitig das Erscheinungsbild wie auch die korrespondierende FFT beherrschenden
14,5 nm-Grundperiode beobachtet wurde. Es &uRert sich in einer schwach ausgepragten,
eher als diffus zu bezeichnenden Kontrastmodulation innerhalb von Parakristallen, die unter
Anwendung unterschiedlicher Methoden erhalten wurden. Als Einzelfall wurde in einem Li-
pid-Monolayer-Experiment ein parakristallines Exemplar gefunden (Abb. 3-27), das als eine
Art Hybrid die Verwandtschaft mit dem in Kapitel 3.7.2 beschriebenen 14,5 nm-Motiv auf-

zeigt. Weitere Beispiele wurden nach Gradientendialyse in Imidazolpuffer (nicht dargestellt)

Abb. 3-26: Schichtanordnungen der Fragmente 2-18 und 3-1 auf Lipidmonolayern

A: flachige Anordnung von 2-18-Fragmenten und korrespondierende Halb-FFT.

Probennahme nach 1 Tag eines Ansatzes von 0,12 mg/ml Fragment in Lipidaggregationspuffer, 5
% PEG, 30 % Lipid. Balken = 100 nm. Inset: Dichteverteilung Utber die 14,5 nm-Periode durch Filte-
rung auf deren meridionale Ordnungen. Der 2-dimensionale Beugungsreflex, der zur Anfertigung
der Rekonstruktion in C benutzt wurde (Kreis), sowie der Gitterabstand von 14,5 nm sind in der
FFT markiert.

B: flachige Anordnung von 3-1-Fragmenten und korrespondierende Halb-FFT.

Probennahme nach 1 Tag eines Ansatzes von 0,1 mg/ml Fragment in Lipidaggregationspuffer, 5 %
PEG, 30 % Lipid. Balken = 100 nm. Inset: Dichteverteilung Uber die 14,5 nm-Periode durch Filte-
rung auf deren meridionale Ordnungen. Der aquatoriale Beugungsreflex im Abstand von ca. 3.8
nm, der zur Anfertigung der Rekonstruktion in D benutzt wurde (Kreis), sowie der Gitterabstand
von 14,5 nm sind in der FFT markiert.

C: Bildrekonstruktion aus A: Filterung unter Einbeziehung der 14,5 nm-Ordnungen und des in der
entsprechenden FFT markierten Reflexes. Darstellung der von diesem und der Hauptperiode ge-
bildeten Einheitszelle: a = 2,95 nm, b = 25,9 nm, y= 33,9°

D: Bildrekonstruktion aus B: Filterung unter Einbeziehung der 14,5 nm-Ordnungen und des in der
entsprechenden FFT markierten &quatorialen Reflexes mit Darstellung der von diesem und der
Hauptperiode gebildeten Einheitszelle: a = 3,8 nm, b = 14,5 nm, y=90°

E: p2-Dichteverteilung der in D ausgewiesenen Einheitszelle unter Einbeziehung aller Gitterpunkte
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und nach SDP in Imidazolpuffer (Abb. 3-28) beobachtet, wobei die jeweilige Parakristallform
dann den ausschlieBlich im Praparat vorzufindenden Aggregationstyp darstellt, eine 58 nm-
Periodizitat aber nur lokal (Pfeilspitzen in Abb. 3-27 A) oder in bestimmten Parakristallen
ausgepragt ist.

Abb. 3-27: Parakristall von 2-19 auf einem Lipid-Monolayer

A: Ubersicht uiber das Aggregat aus einem Ansatz in Lipidaggregationspuffer mit 5 % PEG und 30 %
Lipid (Probenentnahme nach einem Tag bei einer Proteinkonzentration von 0,7 mg/ml). Balken =
100 nm; die Ausschnittbereiche | und Il, die zur Erstellung der FFTs in B respektive C verwendet
wurden, sind eingezeichnet; die Pfeilspitzen markieren Abstand und Richtung der periodischen
Farbungsmodulation.

B: FFT aus Bereich I; Die Markierungen weisen Gitterabstande der Ordnungen von 14,5 nm aus
(oben), sowie weitere Ebenen, auf denen Beugungsintensitaten gefunden wurden (unten, die auf
4,833 nm kalibrierten Realabsténde sind aus Tab. 3-6 zu entnehmen).

C: FFT aus Bereich Il mit 14,5 nm-Ordnungen; der Pfeil weist auf eine fast meridionale Beugungsin-
tensitat, die einem Realabstand von 6,35 nm entspricht.

D: Dichteverteilung der 14,5 nm-Periode durch Filterung auf die meridionalen Ordnungen in C
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Das in Abb. 3-27 A dargestellte Aggregat aus einem Lipid-Ansatz ist von facherférmiger
Grundgestalt, wobei die Enden und Kanten in graduell schwacher werdendem Kontrast auf
dem Hintergrund des Lipidlayers auslaufen. Der Parakristall hat keine einheitlich definierte
Langsachse. Dies fuhrt dazu, dass die auch bei schwacher Kontrastierung pragnante
14,5 nm-Periode einen bogenférmigen Verlauf aufweist. Dieser Musterverlauf, wie auch das
gesamte Erscheinungsbild erinnern an den Aufbau einer papiernen Flistertite. Eine der ein-
fachsten moglichen Auswirkungen einer konischen Aufrollung von Mikrostrukturen auf deren
Beugungsbild ist die kurvenartige Verbreiterung von Beugungsreflexionen zu konzentrischen
Streifungen (Amelinckx et al., 1996). Derartige Effekte sind in Abbildung 3-27 B besonders
bei den dem Ursprung weiter entfernten spots zu erkennen.

Im zentralen Bereich sind neben der dominierenden, hellen Linie der 14,5 nm-Periode weite-
re Farbungsschwankungen zu erkennen, die in Abb. 3-27 A durch Pfeilspitzen hervorgeho-
ben sind; sie sind recht schwach ausgepragt, jedoch kann in bevorzugten Bereichen der aus
den FFTs hervorgehende Abstand erahnt werden. FFTs aus unterschiedlichen Bereichen
dieses Aggregats weichen naturgemaf deutlich voneinander ab, da sich die Dichtevertei-
lung, bedingt durch den asymmetrischen Aufbau aber auch durch Schwankungen der Dicke
des Praparats, stetig andert. In den kontrastarmen Randzonen, in denen die diffusen
Schwérzungsschwankungen nicht zu beobachten sind (Ausschnitt 1), herrschen 14,5 nm-
Ordnungen vor (Abb. 3-27 C). Dabei erscheint die dritte Ordnung, wie schon fir andere
Schichtanordnungen (Abb. 3-26) beschrieben, deutlich betont. Dass auch hier das in D dar-
gestellte, bereits anhand von Abb. 3-24 beschriebene 14,5 nm-Grundmuster modifiziert ist,
zeigt die Anwesenheit einer off-meridionalen Intensitat bei einem Abstand von 6,35 nm
(Pfeil), die durch die gewahlte Filterung nicht erfasst wird. Dieser Abstand findet sich zu-
sammen mit anderen nicht auf dem Meridian zentrierten oder linienartigen Intensitatskon-
zentrationen in FFTs des zentralen Bereichs (Ausschnitt I) des Aggregats wieder (Abb. 3-27
B). Die Realabsténde dieser Linien konnen, wie in Tab. 3-6 zusammengefasst, auf Ordnun-

gen von 58 nm indiziert werden.

Tab.: 3-6: Realabsténde der nicht-14,5 nm-Gitterlinien aus Abb. 3-27 B und Indizierung auf Ord-
nungen von 58 nm (Bestimmung Uber Pixelabstand in der FFT (256*256 Pixel) durch Kalibrierung
auf die dritte Ordnung von 14,5nm)

AbStglr:‘_?_ aus 52 nm 19,84 nm 8,4 nm 6,32 nm 4,42 nm 3,36 nm
58 nm- 1: 58 nm 3:19,33nm | 7:8,29 nm 9:6,44nm | 13:4,46nm | 17: 3,41 nm
Ordnungen

Die deutlichsten Abweichungen von den berechneten Werten ergeben sich dabei bei zu-

nehmend groRen Realabstdnden, da in diesem Bereich nahe dem Beugungsursprung die
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FFT schlechter auflost. Dieser Unschéarfe-Effekt ist hdufig bei Diffraktionsmustern zu beo-

bachten; er wird hier zusétzlich durch die Pixelung verstérkt.

Ein weiteres, jedoch weitaus héher geordnetes Beispiel, in dem sich eine 58 nm-periodische
Farbungsverteilung ergibt, ist in Abb. 3-28 dargestellt. Derartig langgestreckte, zylinderfér-
mige Objekte, die durch die Kontrastmittelverteilung Gber die Breite deutlich gewdlbt erschei-
nen und Uber weite Bereiche einen relativ konstanten Durchmesser (Abb. 3-28 A) aufweisen,
wurden ausschliel3lich in Praparaten von 2-19 nach SDP gefunden. Verschiedene Exempla-
re kbnnen dabei recht unterschiedliche Breite aufweisen. Eine auf 58 nm zu indizierende
(Tab. 3-7), periodische Dichteschwankung konnte zwar nur in ausgewdahlten Objekten beo-
bachtet werden, unterschiedliche Parakristalle waren jedoch durch ihr charakteristisches

Erscheinungsbild und die Grundperiode von 14,5 nm eindeutig diesem Typ zuzuordnen.

Tab.: 3-7: Realabsténde der nicht-14,5 nm-Gitterlinien aus Abb. 3-28 C und Indizierung auf Ord-
nungen von 58 nm (Bestimmung Uber Pixelabstand in der FFT (256*256 Pixel) durch Kalibrierung
auf die 5. Ordnung von 14,5 nm)

Abst§2$ aus| 52 nm 843nm | 6,36nm | 528nm | 4,45 nm | 3,39nm | 3,06 nm

58 nm-Ord-| 1:58 nm | 7:8,29 nm | 9: 6,44 nm [11: 5,27 nm|13: 4,46 nm|17: 3,41 nm|19: 3,05 nm
nungen

Im Gegensatz zu den in Abb. 3-28 E herausgefilterten fleckenartigen Farbungen, die Uber
die Lange des Aggregats variieren, jedoch immer einen axialen Abstand von 58 nm einhal-
ten, bleibt die in Abb. 3-28 B deutlich hervortretende Grundperiode von 14,5 nm Uber den
gesamten Parakristall in konstanter Weise erhalten und erstreckt sich durchgangig tber die
vollstandige Breite des Zylinders.

Die Filterung auf die meridionalen 14,5 nm-Intensitaten der FFT (Abb. 3-28 C), die hier bis
zur 5. Ordnung vorhanden sind, ergibt ein Muster, das gepragt ist durch die prominente helle
Bande von ca. 2,5 nm Breite. Bei naherer Betrachtung des Ausschnittes in Abb. 3-28 B wird
deutlich, dass die Feinstruktur innerhalb dieser auRergewohnlich scharf definierten Streifung
sowohl in lateraler als auch in axialer Richtung nicht homogen, sondern variabel erscheint.
Diese Strukturelemente erscheinen als vertikale Modulation in der Filterung in Abb. 3-28 E,
welche die Ordnungen von 14,5 nm ausschlie3t. Positive Farbung von ca. 4,1 nm entfernten
Ladungsclustern entlang der coiled coils kénnten zu diesen Variationen beitragen. Die Re-
konstruktion der Dichteverteilung (Abb. 3-28 D) leitet sich aus einem Rahmen ab, der die
gesamte Breite des Ausschnittes in B erfasst. Der optische Eindruck einer nicht konstanten
Substruktur wird bestétigt, wenn kleinere Rahmengréf3en oder hohere Digitalisierungs-
Auflosungen zur Transformation verwendet werden: zwar ist ein dem in D dargestellten Mus-
ter ahnliches vorherrschend, es finden sich jedoch unterschiedlichste Abwandlungen, deren
gemeinsamer Nenner lediglich die 2,5 nm breite helle Bande ist.
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Abb.: 3-28: Zylinderformiger Parakristall von 2-19 nach SDP
(50 mM KCI; 10 mM Imidazol, pH 7,2; 2 mM MgCl,; 0,02 % NaNs)

A: Ubersicht, die diffuse Farbungsvariationen entlang des Aggregats zeigt; Balken = 100 nm, Box
markiert den Abschnitt in:

B: AusschnittsvergréRBerung des in A markierten Bereichs mit prominenter 14,5 nm-Periode; Balken
=100 nm

C: FFT (256*256 Pixel) aus dem Ausschnitt in B; die Marken zeigen horizontale (axiale) Gitterabstan-
de der Ordnungen von 14,5 nm (oben) und der Ordnungen von 58 nm (unten), deren Realabstén-
de in Tab. 3-7 den 58 nm-Ordnungen gegenuibergestellt sind.

D: Dichteverteilung uber die 14,5 nm-Periode durch Filterung auf die entsprechenden meridionalen
Ordnungen der FFT in C

E: Inverse FFT aus C unter Ausschluss (MaskengroRe: 3 Pixel) der meridionalen Ordnungen von
14,5 nm; Balken = 100 nm. Neben den fleckenartigen Farbungen sind feine Langsstreifungen zu
erkennen, deren Periode keiner ganzzahligen Ordnung von 14,5 nm entsprechen.

F: Filterung auf die off-meridionalen Beugungsintensitaten nahe 58 nm (Maskengréf3e: 1 Pixel, Pixel-
Positionen relativ zum Meridian: -1 & 2); dimensioniert wie E
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In Abb. 3-28 F schlief3lich wurde aus dem zentralen Bereich des Aggregats eine Filterung auf
die hier schachbrettartig verteilten Schwarzungen vorgenommen. Der Rickblick auf Abb.
3-28 A verdeutlicht, dass diese Verteilung nur in der Mitte des Parakristalls vorliegt; zu bei-
den Seiten verschiebt sich die relative Lage der einzelnen Kontrastmittel-Akkumulationen
relativ zueinander, bis sich das Schachbrettmuster zugunsten einer Diagonalbanderung auf-

I6st. Damit scheint eine echte Kristallinitat nicht gegeben.

An dieser Stelle soll ein eher zufélliger Fund Erwéhnung finden, der aus demselben Ansatz
stammt, in dem die in Abb. 3-28 beschriebenen Strukturen beobachtet worden waren. Nach
langerer Lagerung des Ansatzes bei 4°C bildete sich ein makroskopisch wahrzunehmendes
Préazipitat, das sich durch ungewdhnliches spezifisches Gewicht (Schitteltest) von Ublicher-
weise vorhandenen Niederschlagen unterschied. Bei lichtmikroskopischer Analyse wurden
die in Abb. 3-29 dargestellten Gebilde gefunden. Es kann davon ausgegangen werden, dass
es sich hier um Makro-Kristalle des Fragments 2-19 handelt (Pufferkontrolle negativ), die
allerdings, wie aus den Darstellungen zu entnehmen, Torsionen aufweisen. Diese auf3ern
sich darin, dass die Kristallflachen konvex gebogen sind. Zudem sind in Abb. 3-29 A Luftein-
schlisse zu erkennen. Ein einfacher Test auf echte Kristallinitdt durch im Polarisationsfilter
zu analysierende Doppelbrechung fiel entsprechend negativ aus. Die Kristalle schienen ei-
nen sehr geringen Wassergehalt aufzuweisen und waren von hoher Festigkeit. Es muss al-
lerdings darauf verwiesen werden, dass es sich nicht um einen Kristallisationsversuch ge-
handelt hat, Temperatur- und Volumen-Konstanz waren nicht gegeben. Weitergehende Ver-

suche und Analysen wurden nicht durchgefthrt.

Abb. 3-29: Phasenkontrast-Aufnahmen von Kristallen; Fragment 2-19, 14 Tage nach SDP (End-
konzentration nach Verdinnungsprozedur: 0,1 mg/ml in 50 mM KCI; 10 mM Imidazol, pH 7,2;
2 mM MgCl,; 0,02 % NaNs); Balken = 10 um
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3.7.4 Aggregate mit einer Ubergeordneten Periode von 116 nm

Wie zu Beginn des Kapitels 3.7 bereits erwahnt, zeigt das Fragment 2-19 in ganz besonderer
Weise die Tendenz, sehr unterschiedliche Aggregattypen zu formen. So sind die im voran-
gegangenen Kapitel beschriebenen Effekte ausschlieBlich an Zusammenlagerungsformen
dieses Expressionsproduktes zu beobachten. Mit diesem Fragment und dessen Glutamat-
Mutante konnte ein weiterer, sehr spezialisierter Parakristalltyp erhalten werden, der insbe-
sondere im Hinblick auf die Herkunft der LMM-Fragmente aus Insektenmuskeln bemerkens-
werte periodische Eigenschaften aufweist. Parakristalle mit den nachfolgend beschriebenen
Charakteristika wurden in beiden Puffersystemen (Imidazol und Histidin) und bei
unterschiedlicher Vorgehensweise zur Absenkung der lonenstarke (Mehrschrittdialyse und
Gradientendialyse) gefunden. Die einzelnen Objekte zeigen dabei ein sehr kompliziertes
Banderungsmuster, das mit bloBem Auge kaum zu analysieren ist. Daher kann der
Nachweis, dass es sich um gleichartige, mindestens aber um verwandte Assoziationsformen
handelte, nur Giber Fourier-Transformationen verschiedener Exemplare gefuihrt werden. Auch
die Ubergeordnete Periode konnte letztlich nur Gber das Hilfsmittel der Diffraktion sicher
bestimmt werden. Abb. 3-30 stellt zwei Exemplare (A bzw. B) dieses Typs vor, der meist von
spindelférmiger Grundgestalt ist.

Der Vergleich der Abb. 3-30 A und C verdeutlicht, wie schwierig eine optische Einstufung in
eine gemeinsame Klasse erscheint. In Abb. 3-30 A handelt es sich um ein sehr kleines Ag-
gregat, in dem weder ein konstant wiederkehrendes Streifungsmuster noch ein Bereich kon-
stanter Dicke vorliegt. Auch hier kénnten Paositivfarbungen von Ladungsmustern das Ge-
samtbild der Querstreifung mit beeinflussen. Ein auffalliges zentrales Streifenpaar weist ei-
nen Abstand von 116 nm auf (Markierungen in Abb. 3-30 A). Es scheint mdglich, dass die
linke Begrenzung gleichzeitig eine Spiegelebene darstellt. Beiderseits dieser Ebene wird
durch die markanteren hellen Streifen ein Muster generiert, das der polaren Abfolge
43,5 nm-29 nm-14,5 nm-29 nm entsprechen kdnnte. Damit l&ge in diesem Fall ein bilateral-
symmetrisches Exemplar vor, das sich essentiell wie ein Insekten-Filament mit einem zentra-
len bipolaren Bereich und Flanken mit polarer, 116 nm-periodischer Molekulabfolge verhalt.
Trotz dieser axialen Variabilitat konnten in den auch durch die geringen Dimensionen bedingt
schwach definierten Beugungsmustern Abstande identifiziert werden, die denen des in Abb.
3-30 B vorgestellten Parakristalls entsprechen. Ein deutlicher Unterschied, der auch an an-
deren, schlechter geordneten Beispielen beobachtet wurde, lag in der Anwesenheit einer
Beugungsintensitat bei 14,5 nm im Beugungsdiagramm des Parakristalls aus Abb. 3-30 A
(nicht dargestellt). Diese axiale Grundperiode ist in der Tat auch integraler Bestandteil des
kompakten Parakristalls in Abb. 3-30 B, dessen zentraler, unipolar gebanderter Abschnitt in
Abb. 3-30 C vergrofRert dargestellt ist. In diesem Bereich wurde die in D dargestellte Fourier-

Transformation erstellt, in der axiale Abstande der Obertone von 14,5 nm markiert sind:
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Abb. 3-30: 116nm-periodische Aggregate des Fragments 2-19

A:

kleiner Parakristall nach Mehrschritt-Dialyse in 50 mM KCI; 10 mM Imidazol, pH 7,2; 2 mM MgCly;
0,02 % NaNsz. Balken = 100 nm

: kompakte Spindel aus der gleichen Praparation wie A; Balken = 100 nm
: VergroRerung aus dem zentralen Bereich des Parakristalls in B; Balken = 100 nm
: Fourier-Transformation aus dem in C dargestellten Bereich; Ebenenabstéande von 14,5 nm (keine

Beugungsintensitat) und Obertdne hiervon sind oben markiert, unten: Ordnungen von 116 nm

: Ausschnitt (Balken = 100 nm) desselben Objektes zur Darstellung von:
: FFT von E; Ebenenabstande von 14,5 nm und Obertdne sind markiert; eingekreist: Beugungspunk-

te zur Filterung in:

:inverse FFT aus F (aus gekreisten Beugungspunkten in F); die Einheitszelle mit der 14,5 nm me-

ridionalen Periode ist dargestellt
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Meridional zentrierte Beugungsintensitaten entstehen auf der 2. bis 4. Ordnung dieses Fun-

damentalwertes.

Bestimmt wird das Diffraktionsmuster jedoch von Intensitéaten, die ihren Schwerpunkt nicht
auf dem Meridian aufweisen, sondern sich linienartig seitlich davon ausbreiten. Diese Linien
scheinen sich aus einer Reihe von aufeinander folgenden Maxima zu bilden. Die Realab-
stande dieser Linien, die anhand der Pixelabstédnde unter Zuhilfenahme der 4. Ordnung von
14,5 nm ermittelt wurden, sind in Abb. 3-30 D notiert. Sie entsprechen exakt folgenden Ord-
nungen von 116 nm: 3, 5, 9, 11, 19, 21, 27 und 29. Diese hohe Ubereinstimmung resultiert
aus der optimalen Abstimmung von PriméarvergrofRerung und Digitalisierungs-Schrittweite.
Da die Intensitaten entlang der Linien nicht klar definiert sind, lasst sich ein Filterung auf die-
se 116 nm-Ordnungen nicht durchfiihren, jedoch wird aus Abb. 3-30 C deutlich, dass das
Muster polar ist. FFTs aus den Endabschnitten der Spindel weisen im Hinblick auf die Beu-
gungsintensitdten nahe des Meridians dieselben Charakteristika wie die in Abb. 3-30 D ge-
zeigte auf. Die Teilabbildungen 3-30 E bis G demonstrieren darUber hinaus, dass im zentra-
len Bereich dieses Parakristalls auch Anzeichen fir eine laterale Ordnung der Molekile vor-
handen sind. Ein in der Flache der FFT zu beobachtender Beugungsreflex (Abb. 3-30 F:
Kreis) tritt bei entsprechender Orientierung des Aggregats in mehreren Transformationen
auf. Er bildet mit der 14,5 nm-Periode die in Abb. 3-30 G graphisch hervorgehobene Ein-
heitszelle, in der eine Kante von 11,2 nm im rechten Winkel zur Langsachse des Pa-
rakristalls orientiert ist. Es handelt sich in G um eine inverse FFT unter Verwendung der in F
markierten Reflexe, bei der lediglich ein Punktmuster rekonstruiert wird. Dieses Muster be-
schreibt Linien im Abstand von 14,5 nm und demonstriert damit die Zuordnung der meridio-
nalen Obertdne zu dieser Periode. Senkrecht zu diesem axialen Abstand ergeben sich
11,2 nm voneinander entfernte Punkte. Damit erweist sich auch der in der Flache gefundene
Beugungspunkt als die zweite Ordnung des tatsadchlichen Realabstandes. Die Abwesenheit
von beobachtbaren Beugungsintensitaten auf den Primarordnungen der Einheitszellenkan-
ten muss somit auf die Symmetrieverhdltnisse innerhalb der Ubergeordneten 116 nm-
Periode zurtickzufiihren sein. Eine mdgliche Erklarung fir das Fehlen bestimmter Ordnun-
gen ist die Anwesenheit einer Gleitsymmetrie innerhalb einer Einheitszelle, die ungerade
Ordnungen unterdrtckt (,forbidden reflections").

Die Dimensionen der Einheitszelle wurden aus einer erneuten Transformation des Punkt-
musters in G gewonnen. Zwar reprasentiert das rekonstruierte Punktmuster lediglich einen
Teilaspekt der gesamten Dichteverteilung, jedoch weist diese Retransformation (nicht darge-
stellt) ebenfalls alle off-meridionalen Intensitaten auf den o.g. Perioden von 116 nm auf. Die
gefilterten Punkte sind also ebenfalls Bestandteil des 116 nm-Gitters. Die in Abb. 3-30 G
konstruierte Einheitszelle ergibt - in der Flache wiederholt - ein 116-nm-periodisches Gitter

mit den Eckdaten a=116 nm, b=33,6 nm und y=90°, dessen Gitterpunkte eine zentrale Gleit-
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symmetrie aufweisen. So wird die Abwesenheit von Beugungsintensititen auf den Primar-
ordnungen erkléarlich. Die schwéchere Intensitat auf der ebenfalls ungeraden 3. Ordnung von

14,5 nm sollte dann auf die inharente Unordnung des Parakristalls zuriickzufiihren sein.
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4 Diskussion

LMM, das Leichte Mero Myosin, stellt den aggregationsfahigen Teil des Myosinmolekiils dar,
der fur die Integration einzelner Monomere in das Verbundsystem der dicken Filamente von
Muskeln zustandig ist. Die Definition eines gesonderten Molekulabschnitts geht auf die Ge-
winnung proteolytischer Spaltprodukte dieses mit ca. 500 kDa vergleichsweise grof3en, he-
xameren Proteins zurtick. Es lasst sich durch bestimmte Proteasen an strukturell dafur pra-
destinierten Stellen in einzelne, auch funktionell verschiedene Teilstiicke zerlegen. Eines der
tryptischen Produkte ist jener annédhernd der C-terminalen Halfte des Myosinstabes entspre-
chende coiled coil-Abschnitt LMM, einem Dimer also aus gewundenen o-Helices. Er wird in
isolierter Form seit langem (Huxley, 1963) dazu herangezogen, Informationen Uber die Art
und Weise zu erhalten, wie die Myosinmolekile im Filament strukturell organisiert sind und
welche Molekilabschnitte bestimmte Eigenschaften des Gesamtproteins determinieren oder

beeinflussen.

Der klassische Ansatz der proteolytischen Darstellung, wenngleich auch im Sub-Doméanen-
Bereich erfolgreich (lkebe et al., 1991; Nyitray et al., 1983), stof3t jedoch unweigerlich an
Grenzen: Die Herstellung kleinerer Unterabschnitte ist an die Anwesenheit sequenzspezifi-
scher Spaltstellen gebunden, vergleichende Untersuchungen sind somit nur schwer mdglich.
Zudem stellt die Aufarbeitung homogener Praparationen definierter Bereiche auch und be-
sonders im Falle des Insekten-LMM ein grof3es Problem dar (Pohlmann, 1988; Schmitz,
1990). Seit geraumer Zeit geht man nun dazu uber, molekularbiologische Methoden zur ge-
zielten Herstellung von Teilabschnitten des LMM Uber Expression in Bakterien einzusetzen.
Insbesondere die Deletion bestimmter Bereiche kann dabei Aufschluss uber die Lokalisation

essentieller Domanen fur z.B. Loslichkeit und Aggregationseigenschaften geben.

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit sollte ein Expressionssystem etabliert werden, das
zur Herstellung unterschiedlicher LMM-Peptide geeignet ist. Eine Reihe so produzierter
Fragmente des Drosphila-Stabes wurde im Hinblick auf deren spezifische Eigenschaften wie
Ldslichkeit, Aggregationsformen, Wechselwirkung mit Myosin-assoziierten Proteinen und
mdgliche sekundare Modifizierbarkeit charakterisiert. Die Auswahl der Fragmente ist geeig-
net, speziell die Rolle des N-terminalen LMM-Drittels und den Einfluss C-terminaler Sequen-
zen auf deren Eigenschaften ndher zu untersuchen. Dabei stand die Frage im Vordergrund,
ob und gegebenenfalls wie einzelne Abschnitte des LMM die Struktur dicker Filamente aus

Insektenflugmuskeln determinieren.



124 Diskussion

4.1 Klonierung und Expression

Die molekularbiologischen Techniken der Manipulation und Modifikation von DNA sind mitt-
lerweile Routine, die meisten Operationen werden durch kommerziell erhéaltliche Baukasten-
("Kit"-)Systeme nicht nur vereinfacht, sondern gleichzeitig standardisiert. Bis auf wenige
Ausnahmen, bei denen besondere Anpassungen an die speziellen Anforderungen des zu
etablierenden Expressionssystems bzw. zur Optimierung von Teilschritten vorgenommen

werden mussten, trifft dies auch fiir die hier durchgefiihrten Klonierungsarbeiten zu.

An erster Stelle sind hier die Bedingungen zur Amplifizierung von Teilsequenzen aus der
Drosophila-LMM-Sequenz zu nennen. Die Klonierungsstrategie bedingt eine weitestgehende
Unflexibilitat im Hinblick auf die Gestaltung der fur die PCR-Reaktionen zu verwendenden
Primer. Die spezifischen Hybridisierungssequenzen sind durch die Vorauswahl der zu expri-
mierenden Fragmente, die auf Ergebnisse des Arbeitskreises Pepe zuriickgehen (Chowrashi
et al., 1996), festgelegt. In Abhangigkeit vom jeweiligen Expressionsvektor und von der Auf-
arbeitungs- und Reinigungsmethode sind Uberhangsequenzen von teilweise betrachtlicher
Lange in die Oligonukleotide einzubauen, was eine spezifische Hybridisierung an die Matri-
zen-DNA, die schon prinzipiell durch das Vorhandensein stark homologer Sequenzen er-
schwert ist, nicht erleichtert. So mussten gegebenenfalls fur bestimmte Primer oder Primer-
Kombinationen die PCR-Bedingungen im Hinblick auf Qualitdt und Quantitat des Produktes
gesondert optimiert werden. Kombiniert mit einer gelelektrophoretischen Isolierung des PCR-
Produktes der gewiinschten GrofR3e, wurde in keinem der letztendlich sequenzierten inserts
ein Fehlprodukt detektiert. Die Effizienz des eigentlichen Klonierungsschrittes, d.h. das Ein-
bringen eines gereinigten PCR-Produktes in - zumeist - ein Expressionsplasmid wurde in
Kapitel 3.1 am Beispiel der Ligation von inserts in den pET-Vektor vorgestellt. Hier handelt
es sich um eine vergleichsweise erschwerte Insertierung, da — bedingt durch die speziellen
Eigenschaften des in Frage kommenden Restriktionsenzyms - einseitig eine blunt-end-
Fusion vorgenommen werden musste. Durch die hier gewahlten Bedingungen konnte eine
Rate an positiv getesteten Klonen von mindestens 50 %, in Einzelféallen noch weit daruber,

erreicht werden.

Fur die Uberexpression von Proteinen und Polypeptiden in Bakterien steht eine Vielzahl von
auch kommerziell erhaltlichen Vektorsystemen zur Verfigung, die zum Uberwiegenden Teil
nach einem gemeinsamen Prinzip aufgebaut sind: Es werden Fusionsproteine aus a) dem
Zu exprimierenden Zielpeptid, b) einer Linkersequenz und c) einer zur Affinitatsreinigung
nutzbaren Sequenz oder Proteindomane translatiert. Dabei enthalt der Linker zumeist einen
Abschnitt, der fir eine Protease-spaltbare Peptidsequenz kodiert, so dass das gewtlinschte
Produkt in mdglichst unveranderter Form aus dem Fusionskonstrukt freigesetzt werden
kann. Voraussetzung fur die Verwendung solcher Systeme ist ein gezielter Verdau der jewei-

ligen Schnittstelle, weshalb zu diesem Zweck nur hochspezifische Endoproteasen zum Ein-
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satz kommen. Dieser prinzipielle Ansatz wurde zundchst auch im Rahmen der vorliegenden
Arbeit favorisiert, wobei unterschiedliche Systeme getestet wurden, darunter p340
(Snouwaert et al., 1989), pMal (Fa. NEB) sowie pTrcHis (Fa. Invitrogen). Diese unterschei-
den sich zunachst im Fremdproteinanteil (Affinitats-tag) und somit in der Art der Aufreinigung
des Zielproteins. Entscheidend ist jedoch die Art der Abspaltung des tags, zu der verschie-
dene Enzyme benutzt wurden. Die Vektoren stellen Linker mit Zielsequenzen fir Kollagena-
se (p340), Faktor Xa (pMal) und Enterokinase (pTrcHis) zur Verfugung. Darlber hinaus wur-
de in den beiden letzteren Systemen ein Einbau der jeweils anderen Erkennungsstelle in die
Primersequenz vorgenommen, um das Auftreten von Uberhang-Aminosauren zu unterbin-

den.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass es in keinem der Falle moglich war, homogene
Praparationen der Zielproteine zu erhalten. Trotz der Verwendung sehr spezifischer Protea-
sen konnte eine Degradation der Produkte nicht verhindert werden: es entstanden durch-
gangig mehrere Produkte, deren Molekulargewichte sich bis zu 10 kDa unterschieden. Die-
ser Befund war unerwartet, da auch das langste der zu exprimieren LMM-Fragmente, das
jeweils als Modell-Protein zur Eignung der Methode untersucht wurde, keine internen Se-
guenzen aufweist, wie sie als spezifische Schnittstelle fiir diese Enzyme angegeben werden.
Fur alle drei Proteasen wurde intensiv versucht, die jeweiligen Verdauungsbedingungen so
Zu optimieren, dass eine spezifische Spaltung der einmaligen "Restriktions"-Sequenz erfolg-
te.

Weder fir die Kollagenase noch fur den Blutgerinnungsfaktor konnte eine entscheidende
Verbesserung der Spezifitat durch Variation von Enzym:Substrat-Verhaltnissen oder Puffer-

bedingungen erreicht werden.

Im speziellen Fall der Enterokinase konnten Fortschritte erzielt werden, jedoch war die Aus-
beute an korrekt gespaltenem Fusionsprotein (in diesem Fall Gber das pTrcHis-System her-
gestellt) praparationsbedingt so gering, dass dieses Verfahren als nicht geeignet eingestuft
wurde. Ein mdglichst quantitativer Verdau kann nur dann erzielt werden, wenn sich das Ziel-
protein in Loésung befindet, was bei den aggregationsfahigen LMM-Fragmenten nur in hoher
lonenstarke maglich ist. Diese Bedingungen weichen jedoch stark von den fir die angespro-
chenen Enzyme optimalen ab, so dass dies als ein mdglicher Grund fir eine hohe Rate an
unspezifischer Proteolyse-Aktivitdt angesehen werden kann. Dariiber hinaus ist eine aus-
schlieBliche Beschrankung auf eine bestimmte Aminoséaure-Abfolge, die mit der Spezifitat
von Restriktionsendonukleasen vergleichbar wére, bei Proteasen ganz allgemein und auch
im Besonderen fir die hier eingesetzten nicht gegeben, wenngleich letztere eine vergleichs-
weise sehr hohe Affinitdt zu ihren spezifischen Sequenzen aufweisen (Mattler & Bang,
1977). Dass die Enterokinase-Behandlung optimiert werden konnte, ist auf die Wahl speziel-

ler Pufferbedingungen zurlickzufiihren, die sowohl eine wahrscheinlich sehr eingeschrankte
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Enzymaktivitat als auch offensichtlich eine teilweise Solubilisierung des Fragmentes (hier: 3-
19) erlauben. Insgesamt musste aber auch dieser Ansatz als sehr ineffizient, speziell im Hin-

blick auf den zeitlichen und praparativen Aufwand, eingestellt werden.

Den oben beschriebenen Klonierungs-Bemiihungen lag das Bestreben zugrunde, die einzel-
nen Zielproteine in moglichst unveranderter Primarstruktur herzustellen. Dies ist praktisch
nur unter Verwendung von Proteasen mdglich, die am Ende einer Erkennungssequenz spal-
ten, da auch unter Ausschluss eines abzuspaltenden Affinitats-tags von Bakterien ein initia-
les Formyl-Methionin synthetisiert wird. Nachdem sich der Weg tber den Einsatz von Pro-
teasen an Fusionsproteinen als nicht gangbar herausgestellt hatte, wéare als eine mdgliche
Alternative die Expression von Proteinen ohne Fremdsequenzen in Frage gekommen. Hier
stellt sich aber das Problem der Aufreinigung der Zielproteine aus dem Bakterienlysat. In der
Literatur haben sich im wesentlichen zwei Losungsanséatze durchgesetzt: Unldsliche Frag-
mente von LMM kénnen durch mehrere Zyklen von alternierender Dialyse gegen Hoch- und
Niedrigsalz-Puffer angereichert werden (De Lozanne et al., 1987; Maeda et al., 1989), eine
abschliel3ende chromatographische Reinigung ist jedoch zur Erlangung eines ausreichenden
Reinheitsgrades nétig (Kakinuma et al., 1997). Fir ein universelles System, das eine Reini-
gung der Fragmente unabhéngig von ihren spezifischen Eigenschaften erlaubt, ist dieser
Ansatz jedoch nicht praktikabel. Andere Autoren nutzen eine weitere Eigenschaft von coiled
coil-Proteinen, die hohe Resistenz gegen Hitze (Atkinson & Stewart, 1991a; O'Halloran et al.,
1990), um Fragmente unabhangig von ihrer Loslichkeit anzureichern. Thermodynamische
Untersuchungen zeigen jedoch am Beispiel von Karpfen-LMM, dass eine wirklich vollstandi-
ge Renaturierung nach Hitze-Behandlung nicht erfolgt (Nakaya et al., 1997). Dartber hinaus
sind auch hier fur unterschiedliche Fragmente spezifische Saulenreinigungsprozeduren zu
entwickeln (O'Halloran et al., 1990), was auch dieses Vorgehen als sehr unattraktiv erschei-
nen lasst, wenngleich Atkinson et al. (1991) eine einheitliche Methode fiir 5 verschiedene
LMM-Proteine beschreiben.

Fur ausgedehnte, systematische Untersuchungen verschiedenster Fragmente ist ein Ex-
pressionssystem winschenswert, das eine einheitliche, unkomplizierte Reinigungsprozedur
erlaubt. Dies lasst sich in erster Linie Uber eine Affinitatschromatographie erreichen. Das
kleinste Affinitats-tag stellt die Hexa-Histidin-Sequenz dar, die eine Reinigung tber Ni**-
Chelatierung ermoglicht. Eine solche Uberhang-Sequenz scheint hinsichtlich der Lange tole-
rierbar, ahnlich groRe Fremdanteile werden Ublicherweise bei der Klonierung in multiple clo-
ning sites hingenommen (je eine der in Reihe angeordneten palindromischen Erkennungs-
sequenzen kodiert meist zwei zusatzliche Aminosauren). Die Histidin-Seitenketten sind mit
einem pK von 6,0 nur schwach basisch und sollten — abhangig von der lokalen Konformation
und Lésungsmittelexposition - im neutralen bis leicht basischen Milieu deprotoniert vorliegen,

so dass keine zusatzlichen Ladungen eingeflihrt werden, die mit ionischen Wechselwirkun-
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gen interferieren kénnten. Weitere nicht spezifische Aminoséuren sollten jedoch vermieden
werden und sicher gestellt werden, dass sich das tag nicht an demjenigen Molekilende be-
findet, an dem der Einfluss kleinerer Domanen untersucht werden soll. Diese Bedingungen
wurden mit der Klonierung in den pET 23 a-Vektor unter den in Kap. 2.3.4.1 beschriebenen
Anpassungen umgesetzt. Die Anwesenheit des Histidineg-Epitops am N-Terminus der Protei-
ne kann dabei als ein systematischer Fehler angesehen werden, der die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse untereinander nicht tangieren sollte.

Erste Versuche, Uber dieses System Fragmente Gberzuexprimieren, zeigten zwar die aul3er-
ordentliche Kapazitat der Transkription Uber den T7-Promotor, jedoch wurden unterschiedli-
che Translationsprodukte erhalten. Die Ursache dieses Ph&dnomens konnte anhand von fra-
meshift-Simulationen auf die Anwesenheit einer Doublette in E.coli sehr selten verwendeter
Arginin-Codons zurtckgefihrt werden — AGG und AGA tauchen in E.coli mit der niedrigsten
Frequenz auf, die entsprechenden tRNAs sind die seltensten (Zahn & Landy, 1996). Zahlrei-
che Effekte bei der heterologen Uberexpression werden insbesondere dem hier vorliegenden
Fall des AGG-Doppel-Codons zugeschrieben (Chen & Inouye, 1990; Kane, 1995; Zahn,
1996). Angefangen von einem extremen Fall, bei dem das gesamte Protein-Synthese-
Geschehen und Wachstum des Bakteriums beeinflusst wird (Zahn, 1996), tber Falle, in de-
nen sogar E.coli-eigene Proteine betroffen sind (Misra & Reeves, 1985), kbnnen die Auswir-
kungen allgemein unter dem Oberbegriff aberranter Translation zusammengefasst werden.
Diese wird beispielsweise auf die Homologie des AGG-Zwillings mit der Shine-Dalgarno-
Sequenz (Ribosomen-Bindungsstelle der mRNA upstream vom Initiations-Codon) zurtickge-
fuhrt, deren Anlagerung das Ribosom blockiert. Oft wird eine erheblich reduzierte Translati-
onseffizienz fur das entsprechende Protein beschrieben (Maleki & Hurlburt, 1997; Zahn &
Landy, 1996), es ist aber nicht nur die Quantitat, sondern auch die Qualitat der Proteinpro-
dukte betroffen. So entstehen Produkte unterschiedlicher Kettenlange (Gursky et al., 1992;
Kane, 1995), wobei ein Uberspringen kompletter Tripletts die Ausnahme bildet (Kane et al.,
1992). Die Simulation von Verschiebungen des Leserasters an der kritischen Stelle um ein
bzw. zwei Nukleotide ergibt im Falle des Fragmentes 3-18 einen Moleklargewichtsverlust von
10,5 respektive 6,6 kDa durch vorzeitige Terminations-Codons im jeweiligen Leseraster. Die
beobachteten Unterschiede im Vergleich zum vollstdndigen Protein betrugen 11 bzw. 6 kDa
und entsprechen damit fast exakt den Vorhersagen. Dabei liegt eine deutliche Bevorzugung

des frameshifts um ein Nukleotid vor, was durchaus plausibel erscheint.

Aus diesem Grund wurde ein Austausch der entsprechenden Codons gemeinsam mit zwei
im C-terminalen Exon 19-Abschnitt durch Oligonukleotid-vermittelte Mutagenese vorgenom-
men. Die von Kunkel beschriebene Methode (Kunkel et al., 1987), bei der die zu mutierende
Sequenz in das Genom des Bakteriophagen M13 umkloniert wird, wurde hier in allen Muta-

tionsansatzen durch den Einsatz von Phagemiden madifiziert, die leichter zu handhaben sind
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und im Falle der Mutagenese an Expressionsvektoren die Umklonierung und Rickgewin-
nung des inserts ersparen. Allerdings ist die Effizienz bei der Verwendung von Phagemiden
von zu erwartenden 50 % Positiven nach der Originalvorschrift (Ausubel, 1987) um den Fak-
tor 5-10 herabgesetzt (Sambrook et al., 1989). In einer Doppelmutation der Arginin-Codons
mit zwei mutagenen Primern konnte eine Ausbeute von 10 % fir beide Mutationen positiver
Klone erzielt werden, ein unter diesen Vorhersagen zufriedenstellendes Ergebnis. Ange-
sichts solcher Effizienzen stellte sich beim screening nach erfolgreicher Mutation das geziel-
te Einfigen einer neuen Restriktionsstelle bzw. das Verandern einer vorhandenen als uner-

lassliches Hilfsmittel heraus, um unnétigen Sequenzieraufwand zu vermeiden.

Fur den abschlieBenden Mutationsschritt zur Einfihrung eines Glutamat-Restes fir ein Serin
im Exon 19-kodierten Abschnitt (Simulation einer Phosphorylierung) kann festgehalten wer-
den, dass zwar die Ausbeuten an ssDNA bedingt durch die Eigenschaften des pET-Vektors
als "low-copy"-Plasmid gering, die Effizienzen der Mutationsanséatze aber mit 17-33 % positi-

ver Klone mehr als ausreichend waren.

Auf dem skizzierten Wege konnte fiir insgesamt 12 Fragmente des Insektenmyosin-LMM mit
dem pET-Vektor ein Expressionssystem etabliert werden, das eine einfache und auf alle Pro-
teine anzuwendende Einschritt-Reinigung erlaubt und sich insbesondere durch eine aul3er-
gewohnlich hohe Syntheseaktivitat fur die heterologen Produkte auszeichnet. Acht der Prote-
ine, fur die die DNA-Konstrukte erstellt worden waren, wurden im Rahmen dieser Arbeit un-

tersucht.

Die hohe Translationsrate Uber das T7-Promotor-Polymerase-System, das der pET-Vektor
fur das insert zur Verfligung stellt, ist hinlanglich bekannt und der Hersteller Novagen gibt
Anteile von 50 % und dartiber am Gesamtprotein der E.coli-Zelle fiir bestimmte Expressi-
onsprodukte an. Gemeinhin geht man von Werten bis 40 % aus flr Proteine, die dann als
unlésliche und denaturierte Einschluss-Koérper abgelegt werden. Fir l6sliche Proteine wer-
den weitaus geringere Anteile angegeben. Die mit den hier exprimierten LMM-Abschnitten
erreichte Fremdprotein-Fraktion in Lysatproben praparativer Ansatze liegt teilweise weit tber
diesen Werten. In Einzelfallen kann der Anteil Uberexprimierten Proteins im Bakterienlysat
bis zu 90 % ausmachen. Fir derartige Expressionseffizienzen ist die strikte Einhaltung der
Selektionsbedingungen und Animpfungsprotokolle essentiell. Dies ist ein Zeichen dafir, dass
Plasmidverlust einen zu bertcksichtigenden Faktor darstellt.

Fur die hier exprimierten Proteine gewahrleisten die ausgearbeiteten Kombinationen von
Vektor und Wirtsbakterium eine stabile Uberexpression. Sollte sich im Zuge weiterer Klonie-
rungsversuche der Punkt der Plasmidstabilitdt (meist verursacht durch "leckende" Promoto-
ren, d.h. Minimalexpression vor Induktion) fir bestimmte Produkte als problematisch heraus-
stellen, so stehen mit dem etablierten System weitere Optionen offen. T7-Polymerase kann

beispielsweise in entsprechenden Wirtsstammen durch Phagen-Infektion zugefihrt werden.
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Ein Wechsel auf pET 21-Vektoren, die dual durch Repressor abgesichert sind (lac-Promotor
vor T7-Polymerase und vor dem insert), ist alternativ in Betracht zu ziehen. Darlber hinaus
stehen mit den im Rahmen der Arbeit hergestellten Expressionsvektoren Plasmide zur Verfu-
gung, die direkt durch ihre Eigenschaft als Phagemide zur Herstellung von Mutanten genutzt

werden kbénnen.

Aufgearbeitete Proteine sind nach densitometrischer Auswertung zu ca. 95 % rein. Da hier
auch Hintergrundschwankungen und in geringem Umfang proteolytische Effekte mit einflie-
Ben (Abb. 3-7), kénnen die nach dem beschriebenen Protokoll isolierten Proteine als rein
bezeichnet werden. Die aul3ergewohnlich hohe Expressionsaktivitat ist mit ein Garant fur die
Erlangung eines hohen Reinheitsgrades. Ein Anteil von 50- 90 % Zielprotein, wie hier schon
in der Primarprobe vorliegend, ist bei konventionellen Isolierungen oft erst nach diversen
Reinigungsschritten erreicht. Im Vergleich verschiedener Affinitdtsmatrices rangiert die Ni-
ckel-Chelatierung hinsichtlich der Diskriminierungsfahigkeit eher im mittelmal3igen Bereich
der Spezifitatsskala, da durchaus Proteine adsorbieren kdnnen, die lokal eine relativ unspe-
zifische Haufung von aromatischen Seitenketten aufweisen. Aus diesem Grund beinhalten
einschlagige Standardprotokolle (s. z.B. pET System-Manual der Fa. Novagen) zusatzliche
Waschschritte, die meist durch Zugabe von Imidazol Kontaminationen entfernen. Wenn-
gleich derartige Waschschritte bei den hier erlangten Zielproteinkonzentrationen in der Auf-
tragsprobe von untergeordneter Bedeutung waren, wurden auch diese speziell optimiert.
Dabei konnten ohne nennenswerten Verlust an spezifischen Produkten Imidazol-Konzentra-
tionen verwendet werden, die deutlich Uber den Empfehlungen der Hersteller lagen. Dies
mag darauf zurtickzufiihren sein, dass es sich bei den Fragmenten um Dimere handelt, die
theoretisch doppelt gesichert an die Matrix binden kénnen.

Das Protokoll sollte sich daher zukinftig in gleicher Weise auch auf Fragmente anwenden
lassen, die in niedrigeren intrazellularen Konzentrationen exprimiert werden. Eine systemati-
sche Abhangigkeit der Ausbeute an speziellen Proteinen konnte fiir den Praparationsschritt
der Affinitatschromatographie nicht beobachtet werden; eher zeigte die molare Menge an
prapariertem Protein, dass unterschiedliche Fragmente ahnlich effektiv gebunden werden.
Individuelle Schwankungen konnten jedoch in Abhangigkeit von der Anzahl der Wiederbe-
nutzungen der Matrix verzeichnet werden; Zielprotein wird zunehmend schlechter gebunden.
In Anbetracht der Ausbeuten von durchweg mehreren Milligramm Protein aus lediglich 100
ml Kultur kommt der Bindungseffektivitat jedoch keine entscheidende Bedeutung zu.

Das Erreichen géanzlich unterschiedlicher Expressionslevel fir verschiedene Proteine ist bei
sonst gleichen Bedingungen ein bekanntes Phanomen. In diesem Zusammenhang spricht
man von potentieller "Toxizitat" der Produkte, d.h. es kommt zu einer irgendwie gearteten
Interferenz mit dem Wirtsmetabolismus. In Grenzen konnte eine Abhéngigkeit des Expressi-

onslevels von der Natur der Fragmente auch im vorliegenden Rahmen beobachtet werden.
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So wird das lediglich um 26 C-terminale Aminosauren von 2-19 unterschiedliche Fragment
2-18 in gleichen Wirtszellen schlechter hergestellt, ein Effekt, der sich bei den N-terminal
langeren Pendants nicht zeigt. Bei letzteren hingegen scheint schon das Fehlen von 5 C-
terminalen Aminosauren (3-1 verglichen mit 3-18) eine geringere Akzeptanz hervorzurufen.
Fur die hier vorgestellten Proteine konnte dies problemlos durch Wechsel des Wirtsstamms
kompensiert werden, zeigt aber, wie scheinbar geringe Unterschiede deutliche Wirkung her-
vorrufen kdnnen. Nur so ist es zu erklaren, dass in keinem publizierten Fall der Expression
von LMM unterschiedlicher Herkunft oder Teilen desselben annahernd diese Level erreicht
werden konnten. Als direkt vergleichbar ist hier die Expression von Karpfen-LMM Uber das
gleiche System zu nennen (Kakinuma et al., 1997), bei der die Autoren einen Anteil von
10 % am Gesamtprotein finden konnten. Andere Publikationen beschreiben — allerdings mit
unterschiedlichen Vektor-Systemen - Level von 1-5 % (Maeda et al., 1989) oder 5-10 %
(Atkinson & Stewart, 1991a). Auch im Vergleich zu verwandten Proteinen mussen also die
mit Insekten-LMM-Fragmenten zu erzielenden Expressionsraten als aul3ergewdhnlich hoch

bezeichnet werden.

In Fallen, in denen extrem starke Uberexpression erzielt werden kann, liegen die betroffenen
Proteine meist in Form cytosolischer Einschlussverbindungen, den inclusion bodies vor, die
aus denaturiertem Protein bestehen. Auf diese Weise ist das Bakterium gleichsam geschiitzt
vor den Auswirkungen der Prasenz grof3er Mengen an Fremdprotein. Nun kann fur LMM-
Fragmente, die die Information flr Unldslichkeit unter physiologischen Bedingungen tragen,
davon ausgegangen werden, dass sie auch im Bakterium aggregieren.

Die Mdglichkeit, mit zellularen Prozessen in Konflikt zu geraten, ist dann gegeben, wenn
auch Wirtsproteine in diesen Zusammenlagerungsprozess involviert sind. So zeigen Dicty-
ostelium-Zellen, die zelleigenes Myosin II-LMM Uberexprimieren, einen Phanotyp, der Myo-
sin 1I-Null-Mutanten entspricht, da das native Molekiil in Aggregate integriert wird (Burns et
al., 1995). Hier bilden sich grof3e, aber uneinheitliche Strukturen im Cytoplasma, wahrend
Vikstrom et al. geordnete Strukturen bei der Expression von Herz-MHCs in Nicht-
Muskelzellen beschreiben (Vikstrom et al., 1993). Der interne Zusammenhalt, die Organisa-
tion solcher Aggregate dirfte, so kann man annehmen, ebenfalls Auswirkungen auf die Ver-
traglichkeit des betreffenden Produktes haben, indem Oligomere eine relativ gréZere Anzahl
an Fremddomanen prasentieren als kompakte Zusammenlagerungen. Vor diesem Hinter-
grund sollte die Beschaffenheit solcher Aggregate in E.coli-Zellen ndher untersucht werden.
Dies wurde stellvertretend an Schnitten von pelletierten Zellen, die das Fragment 2-19

exprimieren, unternommen.
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4.1.1 Fragment-Aggregate in E.coli-Zellen

Tatsachlich wurden hochgeordnete, kompakte Strukturen gefunden, die nahezu die gesamte
Zelle fullen (Abb. 3-13). An bevorzugten Stellen zeigt ein zwei-dimensionales Beugungs-
muster in der Fourier-Transformation, dass diese Aggregate von kristallinem Charakter sind.
Es stand zwar zu erwarten, dass eventuelle Aggregationsformen in den Bakterien von ge-
ordneter Beschaffenheit sind, der Befund, dass sich hier 3-dimensionale Kristalle bilden kon-
nen, ist jedoch sehr bemerkenswert. Sie eréffnen prinzipiell die Mdglichkeit, auch hochauflo-
sende Rekonstruktionen von LMM-Aggregaten zu erhalten, also Substrukturen bis hin zu
Einzelmolekilen zu visualisieren. Im beschriebenen Fall treten zwei prominente Reflexionen
auf, die eine Einheitszelle der Dimensionen a = 19,3 nm, b = 26,8 nm und g = 154,6° be-
schreiben. In den Rekonstruktionen treten zylinderartige Substrukturen zu Tage, die in der
Breite die in den Originalen evidente Periode von 11,2 nm markieren.

Trotz der niedrigen Auflosung der Rekonstruktionen wurde ein entscheidender Anhaltspunkt
zum Anlass genommen, Uberlegungen zur Herkunft eines solchen zylinderartigen Erschei-
nungsbildes anzustellen: Der in den prasentierten Bildern horizontal zu beobachtende Ab-
stand von 11,2 nm ist ebenfalls in einem speziellen Typ von Parakristallen beobachtet wor-
den, die Insektenfilament-spezifische Beugungscharakteristika aufweisen (Kap. 4.3.4). Zu-
dem konnte ein Zusammenhang zwischen der hier beobachteten axialen Beugung bei

19,3 nm (6. Ordnung von 116) und der filamentspezifischen Periode von 116 nm bestehen.

So besteht die Méglichkeit, dass die hier erhaltenen Strukturen Informationen enthalten, die
fur den Aufbau von Insektenfilamenten von Bedeutung sind. Die Orientierung der Langsach-
se der Molekile in der Vertikalen der Abb. 3-13 B-F erscheint implizit. Die Existenz filamen-
téser Strukturen legt diese Vermutung nahe. Der horizontale Abstand von 11,2 nm ist dar-
Uber hinaus deutlich zu unterschiedlich von einer LMM-spezifischen 14,5 nm-Periode, um

noch als Schrumpfungs- oder Schnitt-Artefakt gelten zu kénnen.

Wie kann nun eine tUber 11 nm breite Struktur zustande kommen? Mittlerweile sind weitere
Objekte in jenen Schnittpraparaten untersucht worden, die andere Kristallflachen zu prasen-
tieren scheinen. Dort entsteht eine laterale Periode von 13,8 nm, die in Rekonstruktionen
Uber ebenfalls zwei prominente Beugungspunkte durch zwei Untereinheiten von je der Halfte
dieses Wertes (6,9 nm) gebildet wird (Beinbrech, personliche Mitteilung). In axialer Richtung
zeigt sich in diesem Bild eine ebenfalls mittig substrukturierte Wiederholung von nahe 29 nm
(24,9 — 27 nm), die moéglicherweise einen Bezug zur doppelten Képfchenperiode von 14,5
nm hat. Einzelne L&ngselemente haben dort also einen geringeren Durchmesser als jene im
vorgestellten Bild erhaltenen 11,2 nm. Unter der naheliegenden Annahme, dass die Kristalle
in verschiedenen Bakterien nicht unterschiedlich strukturiert sind, kann also gefolgert wer-

den, dass es sich bei den hier dargestellten zylinderartigen Gebilden um Uberlagerungs-
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muster dinnerer Strukturen handelt. Die folgende Interpretation vermag wesentliche Eckda-

ten der vorgestellten Ergebnisse auf sich zu vereinigen.

Literatur, die sich mit Packungsmustern von coiled coils befasst, beriicksichtigt stets eine
Publikation von Longley, die eine engste Packung solcher Strukturen diskutiert (Longley,
1975). Longley geht davon aus, dass eine raumlich dichteste Packung aus Schichten zu-
sammengesetzt ist, in denen Einzelmolekile im Querschnitt um einen Drehbetrag von 90°
(entsprechend einer Versetzung um ¥4 Helix-Windung; s. Abb. 4-1 A) zueinander orientiert
sind, was einer klassischen "knobs-into-hole"-Packung entspricht (Crick, 1953b; Rudall,
1956). Longley zeigt, dass eine dichteste Packung erreicht wird, wenn eine zweite Lage von
Molekilen an einer bestimmten Position in festgelegter Drehorientierung der Einzelkompo-
nenten relativ zur Ausrichtung der Molekile in der ersten zu liegen kommt, ndmlich 0° und
wiederum 90°. Zwei Moglichkeiten bleiben fur die Orientierung einer dritten Schicht, hernach
wiederholt sich die Anordnung. Eine der Einheitszellen, die sich aus diesen beiden Schicht-
mustern ergibt, ist in Abbildung 4-1 B anhand eines Querschnittes durch jene Ebene darge-
stellt, in der die Oberflachen benachbarter coiled coils den weitesten Abstand voneinander

aufweisen.

Abb. 4-1: Packung von Doppel-Helices

A: Zwei Doppel-Helices in "knobs-into-hole"-Packung mit Querschnitten durch verschiedene Ebenen
entlang der Lange einer Helix-Windung (= pitch p): die interne Wiederholung betrégt ¥2 p, Kontakte
zwischen den Doppelhelices, die deren Abstand bestimmen, treten an 4 Stellen an ungeraden Ach-
tel-Positionen auf.

B: Mdgliche engste Packung von "knobs-into-hole"-Schichten (vertikal orientiert) nach Longley (1975):
die Einzellayer sind einheitlich gegeneinander verschoben. Die entstehende orthorhombische Ein-
heitszelle hat Kantenlangen von a = 4r und b = 5,53r, der Abstand gleich orientierter Doppel-
Helices innerhalb einer Schicht betrégt 6,83r (r = Radius eines coils; hier: a-Helix)
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Die Dimensionen dieser Einheitszelle nach Longley (r = Radius der a-Helix) sind a = 4r,
b = 5,53r, y = 90°. Des Weiteren ist innerhalb einer Schicht der alternierende Wechsel von
Doppel-Helices zu erkennen, wobei gleiche Orientierungen einen horizontalen Abstand von
6,83r haben, einzelne Langselemente die Halfte. Die fur a-Helices entwickelten Modelle kon-
nen folgendermalRen fir den hier vorliegenden Fall relevant sein: Setzt man r = 2 nm, so
ergeben sich fur b und den Abstand gleicher Konformationen im Layer fast exakt die oben
beschriebenen 11,2 und 13,8 nm. Orientiert man sich entlang der 5,53r-Kristallkante, so wird
erklarlich, wie ein wellenférmiges Dichte-Profil in Aufsicht entstehen kann. Die entstehenden
Profile sollten dabei Polaritéat besitzen, wie sie auch in den Rekonstruktionen in Abb. 3-13 D
und E zu beobachten ist. Es ist also mdglich, die lateralen Abstande der vorgestellten An-
ordnung durch etablierte Modelle der Packung helikaler Strukturen unter Verwendung 4 nm
dicker Elemente zu erklaren, die sich umeinander winden. Die Windungsléange (pitch) dieser
Superhelix spielt fir die angestellten Betrachtungen keine Rolle. Subfilamente mit einem Ab-
stand von 4 nm sind eine favorisierte Annahme (Wray, 1979b) zur Substruktur dicker Fila-
mente und nicht nur bei Invertebraten (Baccetti, 1965; Beinbrech et al., 1988; Beinbrech et
al., 1992; Pepe, 1982), sondern auch in Vertebratenfilamenten (Pepe et al., 1981; Pepe,
1982; Pepe et al., 1986a; Pepe & Dowben, 1977; Stewart et al., 1981) direkt beobachtet

worden.

Die vorgestellte Interpretation einzelner Befunde im Sinne einer Packung von Superhelices
kann in weiterfihrenden Untersuchungen das systematische Auffinden von Einheitszellen-
kanten der wabhllos orientierten Kristalle in E.coli-Schnitten erleichtern. Die Grundstruktur des
Aufbaus in Longley-Packung sollte sich ber Beugungen verifizieren lassen, die die Struktur
im Querschnitt nach Abb. 4-1 B erfassen. Diese sollten die erwahnten Dimensionen von 11,2
und 13,8 nm beinhalten. Eine Moglichkeit bei der Weiterentwicklung dieser Ergebnisse kann
die Optimierung der Fixierungsmethode darstellen. Erste Fortschritte sind bereits durch An-
wendung einer alternativen Fixierungsmethode (Ashton & Pepe, 1981) zu verzeichnen (Bein-
brech, persdnliche Mitteilung). In verbesserten Praparaten sollte es mdglich sein, genauere
Einblicke in die Substruktur zu erlangen und im Speziellen das hier prasentierte Modell eines
Super-coiled coils von 4nm Subfilamenten zu Uberprifen, moglicherweise direkt zu visuali-
sieren. Mikrokristalle von coiled coil-Proteinen sind schon zur Rekonstruktion bis zu einer

Auflésung von einzelnen Dimeren benutzt worden (Bullough & Tulloch, 1990).

Eine mogliche physiologische Relevanz einer solchen Packung liel3e sich aus Praparaten
ableiten, in denen die hier vorgestellten Eckwerte in Kombination mit 14,5 nm-verwandten
Perioden gefunden werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten Parakristalle mit der Insekten-
filament-spezifischen Periode von 116 nm erhalten werden, in denen ein Beugungspunkt die
Beteiligung einer Strukturkomponente mit einer Breite von 11,2 nm anzeigt (s. Kap. 4.3.4). In
Kombination mit der oben dargelegten Interpretation der Strukturen in E.coli-Zellen kdnnen
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diese Befunde zur Erstellung eines Strukturmodells fur das Riickgrat der dicken Filamente

des Insektenflugmuskels herangezogen werden (s. Kap. 4.4).

4.2 Physiko-chemische Eigenschaften der Fragmente

Die gereinigten Expressionsprodukte wurden einer Reihe von Tests unterzogen, um deren
strukturelle Integritéat und biologische Funktionalitat zu Gberprufen. Bei der Herstellung von
Molekilbruchteilen, speziell von Fragmenten eines komplexen Molekils wie des Myosins, in
Fremdsystemen sollte die Verifizierung spezifischer zu erwartender Eigenschaften einen

essentiellen Teil der Etablierung eines Expressionssystems darstellen.

LMM ist in dieser Hinsicht ein vergleichsweise dankbares Untersuchungsobjekt. Als Teil des
Myosinstabes stellt es eine eigene funktionelle Doméne dar, die schon seit langem unab-
hangig vom Gesamtmolekill untersucht wird. Es besitzt im Gegensatz zu manch anderen
Fragmenten globularer Proteine die Fahigkeit zur selbstandigen Faltung zu einem o-
helikalen coiled coil, einer sehr stabilen tertiaren Struktur, die auch harscheste physikalische
und chemische Behandlungen vergleichsweise unbeschadet Ubersteht; zu nennen waren
hier Hitzebehandlung und Ethanol-Toleranz. Die Voraussetzungen hinsichtlich der Primér-
struktur, die eine bestimmte Sequenz mitbringen muss, um diese weit verbreitete Tertiar-
struktur ausbilden zu kdnnen, sind gut charakterisiert (Parry, 1982), und die auf dieser
Grundlage erstellten computergestiitzten Vorhersagen zur Struktur des Insekten-LMM unter-

scheiden sich nicht grundlegend von denen anderer LMM’s (www.coils.org).

Ein zu berlicksichtigender Faktor bei der heterologen Expression in Bakterien ist die Abwe-
senheit sekundarer Modifikationen. Glycosylierungen spielen im untersuchten Zusammen-
hang keine Rolle, hingegen sind Phosphorylierungen von Stabsequenzen fur diverse Myosi-
ne beschrieben (Moussavi et al., 1993). Die Abwesenheit spezifischer Kinasen in E.coli er-
offnet die Moglichkeit gezielter Phosphorylierungsstudien an exprimierten Proteinen (s. Kap.
4.5.1.3).

4.2.1 Molekulargewicht

Neben der Uberpriifung des Reinheitsgrades praparierter Fragmente stellt die Gelelektro-
phorese im SDS-System ein erstes Mittel zur Charakterisierung der Produkte Uber ihr Mole-
kulargewicht dar. Innerhalb der beiden Gruppen langerer bzw. kiirzerer Fragmente entspre-
chen die beobachteten Molekulargewichtsunterschiede nahezu exakt den Erwartungen. Die
Exon 19-Fragmente komigrieren in vorhergesagter Weise mit ihren Serin-Austausch-

Mutanten.

Allerdings unterscheiden sich die apparenten Molekulargewichte deutlich von den rechne-

risch ermittelten. Dabei weichen die kleineren Fragmente zu einem geringeren Grad von



Diskussion 135

durchschnittlich 9 % in Richtung hdheren Molekulargewichts ab als die gréReren mit
15 %. Dies schliel3t per se einen systematischen Fehler, wie beispielsweise ein einheitliches,
an sich schon sehr unwahrscheinliches Uberlesen des Stopp-Codons, weitgehend aus. In-
sertionen, die wiederum bei allen Fragmenten einer Gruppe ahnlich sein mussten, wurden
durch Sequenzierung ausgeschlossen. Die N-terminale Unversehrtheit der Proteine ist durch
die Anwesenheit des Histidin-tags hinreichend belegt, C-terminale Unterschiede sind Uber
die Wanderungseigenschaften verifiziert.

Das Phanomen der Uberschatzung des Molekulargewichts wird von verschiedenen Autoren
fir LMM-Expressionsprodukte in dhnlicher Weise beschrieben. So sind Abweichungen zwi-
schen 8 und 18 % von der Vorhersage bekannt (Atkinson & Stewart, 1991a; O'Halloran et
al., 1990). Ein abnormes Wanderungsverhalten in Form geringerer Mobilitat in SDS-Gelen
scheint fur stabformige und fibrése Proteine wie beispielsweise auch das Kollagen
(Weitkamp, 2000) charakteristisch zu sein (Kaufmann et al., 1984; Sutoh et al., 1978) und
wird fur coiled coil Proteine unter anderem auf die hohe Ladungsdichte zuriickgefuhrt
(Warrick et al., 1986). Zieht man den Umstand in Betracht, dass ein ahnliches Verhalten
auch bei tripelhelikalen Kollagen-Motiven vorliegt, so kann ein residualer Effekt nicht kom-

plett denaturierter Sekundarstruktur nicht ausgeschlossen werden.

4.2.2 Molekillange

Zur Uberprufung der strukturellen Beschaffenheit der LMM-Produkte wurde zunachst eine
Molekullangen-Bestimmung Uber die Rotationsbedampfung von Einzelmolekilen durchge-
fuhrt. Coiled coil-Proteine sind dabei als stabférmige Strukturen sichtbar. Die erhaltenen
Langenhistogramme legen zwei Schlussfolgerungen nahe: Zum einen belegt das Gaul3'sche
Erscheinungsbild eine relativ homogene Verteilung, d.h. es scheinen keine Subpopulationen
von Molekilen unterschiedlicher Lange vorzuliegen. Solche kdnnten beispielsweise durch
Proteolyse, aber auch durch variable Konformationszustande verursacht werden.

Auf der anderen Seite zeigt eine nicht zu vernachlassigende Standardabweichung von
durchschnittlich 10 % die Grenzen der Methode auf. Entweder verursacht durch Messunge-
nauigkeiten bei der Auswertung der Negative, oder aber schon priméar bedingt durch einge-
schrankte Konservierung der Struktur unter den Vakuumbedingungen, ist eine relativ breite
Streuung zu beobachten, die jedoch, abgesehen von der Standardabweichung fir die 3-19
G-Messungen, numerisch &ahnlich ist, ein Anzeichen fur eine methodisch bedingte Ursache.
Um eine direkte Vergleichbarkeit der Proteine sowohl untereinander als auch mit der Litera-
tur zu schaffen, wurde ein Aminosaure-bezogener Wert als Charakteristikum fir die relative
Lange festgestellt, der dem helikalen Anstieg von einem o-C-Atom zum néchsten in der ge-

gebenen Konformation entspricht; im Weiteren wird dieser Wert als h bezeichnet.



136 Diskussion

Die Gesamtheit aller dieser Mittelwerte (h =0,1458 nm) steht in guter Ubereinstimmung (bis
max. —3 %) mit der Vorhersage von h = 0,1485 nm fir a-Helices und coiled coils (Fraser &
MacRae, 1973). Im Idealfall sollte, bedingt durch die Partikelanlagerung, eher eine Tendenz
zu Messwerten oberhalb der Vorhersagen, die sich aus Rontgendiffraktionen an nativem
Material herleiten (Crick, 1953a), zu verzeichnen sein. Eine negative Abweichung kann ver-
schiedene Ursachen haben. Grundséatzlich ist nicht auszuschlie3en, dass die extremen
Druckbedingungen, unter denen die Produktion der Replika erfolgt, Schrumpfungsartefakte
verursachen. Der durchschnittliche Wert fur h aller hier vermessenen LMM-Fragmente ist
ganz im Sinne dieser Interpretation nahezu identisch mit dem von Atkinson und Stewart
(1991) fur drei verschiedene Expressionsprodukte bestimmten (h = 0,1463); andererseits
wird von noch deutlich niedrigeren Werten unter 0,14 nm fir h berichtet (O'Halloran et al.,
1990), die noch immer als nahe an der Theorie angesehen werden; hier mag die Unter-

schiedlichkeit der Bedampfungsanlagen eine Rolle spielen.

Ein zu berucksichtigender Unsicherheitsfaktor sind C-terminale Sequenzen, die nicht in o-
helikaler Konformation vorliegen. Die durch sie verursachten Langenunterschiede sind kaum
abzuschéatzen, da sie im Extremfall gar keine Metallablagerung induzieren, trotzdem aber in
die obige Berechnung mit einflieBen. Ein Ausschluss dieses Faktors, d.h. Annahme einer
gleichen Anzahl von Aminosauren in a-helikaler Konformation (nach www.coils.org) fur alle
Fragmente einer GréRengruppe fiihrt jedoch zu einer schlechteren Ubereinstimmung mit den

beobachteten Messwerten.

AbschlieRend sei auf eine Beobachtung verwiesen, deren Signifikanz noch zu Uberprifen
bleibt: die kleineren Fragmente liegen mit einem Durchschnittswert von 0,148 fir h erkenn-
bar Uber dem entsprechenden Wert bei den langeren Fragmenten (0,144); das Frag-
ment 2-19 bildet dabei noch eine Ausnahme, ohne die der Unterschied noch sehr viel deutli-
cher ausfiele. Die einfachste Erklarung liegt darin, dass sich die Anlagerung von Bedamp-
fungspartikeln einheitlicher Gro3e von ca. 2-3 nm und der dadurch verursachte Fehler bei
kleineren Fragmenten prozentual starker auswirkt und zu relativ gréReren Langen (damit h)
fuhrt. Allerdings musste man einen Korrekturwert von 5 nm subtrahieren bis man auf eine
einheitliche GroRRe fir h stofl3t, wahrend in den Fallen, in denen korrigiert wird, die einfache
PartikelgroRe verwendet wird (Lowey et al., 1969). Ob dies einen Hinweis auf strukturelle
Unterschiedlichkeit unter Bedampfungsbedingungen darstellt, musste, wie erwdhnt, noch
abgesichert werden. Immerhin sind die verbleibenden Unterschiede so gering, dass sie mit
den erwéahnten Standardabweichungen auf der Grundlage dieser Ergebnisse noch als nicht
signifikant einzuordnen sind.

Der Hinweis auf diesen Umstand geht vor allem darauf zurtick, dass CD-Messungen in ahn-
licher Weise eine Verschiedenheit der beiden Gruppen unterschiedlich langer Expressions-

produkte anzudeuten scheinen:
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4.2.3 a-Helix-Gehalt

Alle Fragmente zeigen das fur o-helikale Proteine charakteristische CD-Profil mit einem posi-
tiven peak um 193 nm und einer doppelschultrigen, negativen Bande zwischen 200 und
240 nm, deren Minima bei 208 und 222 nm liegen. Es ist jedoch statistisch (t-Test) signifi-
kant, dass die Gesamtheit der kleineren Fragmente niedrigere MRE-Werte bei der zur Cha-
rakterisierung des o-Helix-Gehalts herangezogenen Wellenlange von 222 nm aufweist. Es
handelt sich zwar speziell im Fall der kleineren Fragmente um Einzelmessungen, die jedoch
in Kombination als Gruppe gesehen werden kdnnen, da sie sich in einem Merkmal, dem
Fehlen der MHC3-Domaéne, von den anderen unterscheiden, d.h. man betrachtet hier den
durchschnittlichen Einfluss dieser Domane. Demzufolge hatte diese einen stabilisierenden
Einfluss auf die Konformation in Richtung hoheren o-Helix-Gehalts.

Nach Yang et al. (1986), der einschlagigen Referenz zur Abschatzung der Proteinkonforma-
tion Uber CD-Spektroskopie, liegt der MRE,,,-Wert flr 100 %ig o-helikale Konformation um —
36000 deg cm? dmol™ (Yang et al., 1986). Mit diesem Bezugspunkt ergibt sich der zunéchst
unerwartete Befund, dass auch die offensichtlich stabileren, langen Fragmente einen Helix-
Gehalt von lediglich 70-80 % aufweisen, die kirzeren einen noch niedrigeren von durch-
schnittlich ca. 50 %.

Es zeigt sich jedoch beim Abgleich mit Literatur-Daten, dass dies ein allgemein zu beobach-
tender Trend bei der heterologen Herstellung von LMM zu sein scheint. Da die langeren
Fragmente nahezu der vollen LMM-Lange entsprechen, ist ein direkter Vergleich mit Kanin-
chen- und Karpfen-LMM mdglich: Konventionell prapariertes Kaninchen-LMM (Lowey et al.,
1969) zeigt mit Gber 90 % einen deutlich héheren Helix-Anteil als exprimiertes mit eben je-
nen 70-80 % (Maeda et al., 1989). Desgleichen beschreiben Kakinuma und Kollegen (1997)
einen ahnlich niedrigeren a-Helix-Anteil fir LMM-Expressionsprodukte von Karpfen-Myosin
(wiederum 70-80 %) verglichen mit nativem LMM (groRer 90 %) (Nakaya et al., 1997). Es
wird vermutet, dass die Anzuchtbedingungen speziell im Hinblick auf die Temperatur von im
vorliegenden Fall 37°C einen Einfluss auf die korrekte Ausbildung der Sekundarstruktur ha-
ben konnten (Kakinuma et al., 1997). Dabei kommen zwei Erklarungsmoglichkeiten in Be-
tracht: Entweder ist die Gesamtstruktur des exprimierten Proteins betroffen, d.h. jedes Mo-
nomer wiese mindestens partiell abweichende oder gar inkorrekte Faltung auf, oder aber ein
gewisser Anteil der praparierten Proteine liegt vollstandig denaturiert vor. Ein natirliches
Gleichgewicht von Konformationszustanden erscheint im Hinblick auf die Ergebnisse an na-

tiven LMM-Praparationen unwahrscheinlich.

Fur den erstgenannten Extremfall einer irreversibel inkorrekten Faltung in bestimmten Mole-
kilabschnitten sollte die Ausbildung charakteristisch geordneter Parakristalle nicht méglich
sein. Da dies nicht der Fall ist, wohl aber vereinzelt ungeordnete Protein-Koaggulationen im
EM beobachtet wurden, darf angenommen werden, dass unter den gewahlten Praparations-
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und Pufferbedingungen ein gewisser Anteil des exprimierten Proteins in denaturiertem Zu-
stand vorliegt. Dies sollte sich auch in Sedimentationsversuchen niederschlagen und es wird

weiter unten ein analoger Effekt diskutiert werden.

Unter der Annahme eines gemeinsamen systematischen Fehlers sind nun aber die Unter-
schiede zwischen langen und kurzen Fragmenten noch nicht ausreichend erklart. Als eine
Unsicherheit in der Bestimmung des MRE-Wertes ist die Methode der photometrischen Kon-
zentrationsbestimmung zu nennen. Sie wurde hier gewahlt, um eine moglichst spezifische
Determination durch Bezug auf die jeweilige Aminosédurekomposition nach Pace (1995) zu
gewahrleisten. Allerdings weisen die kurzen Fragmente keine Tryptophan-Reste auf, die zum
wesentlichsten Teil die Absorption bei 280 nm bestimmen, so dass hier die Konzentrations-
bestimmung Ungenauigkeiten aufweisen kann (Pace et al., 1995). In welcher Richtung dies
zu Buche schlagt, ist schwer zu prognostizieren, da auch die Lésungsmittelexposition der
dann entscheidenden Tyrosin-Reste einen Einfluss hat, also schon an dieser Stelle die Kon-
formation mit ausschlaggebend ist. In einem synergistischen Effekt kdnnte dies zu einer
deutlichen Absenkung des Signals flihren. Durch den niedrigen Extinktionskoeffizienten fiir
die kurzen Proteine wirkt sich der Abzug des Streuungssignals bei 333 nm Uberproportional
auf die MRE-Berechnung aus. Dies wirde aber zu einer Uberschatzung des MRE-Wertes
fuhren, das reale Signal waren also noch geringer. Eine Abhangigkeit des CD-Signals von
der Kettenl&nge der vermessenen Proteine (Chen et al., 1974) spielt in den hier vorliegenden
GroRenordnungen keine Rolle mehr.

In letzter Einschréankung kann nicht ausgeschlossen werden, dass die kleineren Fragmente
unter diesen Bedingungen eine verstarkte Tendenz zur Oligomerisierung aufweisen, was
sowohl die Konzentrationsbestimmung als auch das CD-Signal beeinflussen wiirde. Nehmen
nun die kirzeren Fragmente eine im Mittel andere Konformation unter den Versuchs-
bedingungen an? Es ware schwer nachzuvollziehen, warum diese in extremer Weise zur

vollstandigen Denaturierung neigen.

Die vorgestellten Messungen kénnten also mit den aufgezeigten Einschréankungen als ein
Hinweis darauf interpretiert werden, dass unter den gewdhlten Bedingungen in den C-
terminalen zwei Dritteln des Insekten-LMM eine vom MHC3-Abschnitt verschiedene Konfor-
mation vorliegt. In diesem Sinne wirde eine gelockerte Struktur dann auch zur Bestimmung
relativ gréRerer Molekillangen (Kap. 4.2.2) fuhren.

Uber die oben diskutierten Messungen hinaus wurde in einem Einzelfall (3-19) der Einfluss
zweiwertiger lonen auf das CD-Profil getestet. Magnesium scheint dabei keinen Effekt aus-
zuiiben, wahrend Kalzium zu einer anfanglich dramatischen Absenkung des Signals bei
222 nm fuhrte, das sich im Anschluss allmahlich zu erholen schien. Dieser Effekt ist beson-
ders im Hinblick auf die Tatsache, dass Magnesium-lonen keinerlei Wirkung zeigen, sehr

bemerkenswert. Ware es ein allgemein durch zweiwertige lonen verursachte Anderung, so
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lage eine plausible Erklarung auf der Hand: Durch Ausbildung von lonenbriicken, die in die-
sem Fall Interaktionen von Orten &hnlicher Nettoladung ermdglichen (Parry, 1981), sind die-
se Agentien in der Lage, die Ldslichkeit von coiled coil-Proteinen herabzusetzen. So werden
sie beispielsweise als Prazipitationshilfe zur Absenkung der Loslichkeit (Stewart, 1984) bei
der Induzierung von Tropomyosin-Kristallen eingesetzt. Allerdings haben Magnesium
(Caspar et al., 1969) und Kalzium (Longley, 1977) dabei einen ahnlichen Effekt, da dieser
lediglich auf dem Abgleich benachbarter Negativ-Ladungen zu beruhen scheint (Cohen et
al., 1972).

Ein weiteres Beispiel fur den Einfluss von Kalzium auf die Eigenschaften von coiled coil-
Proteinen ist eine durch physiologische Konzentrationen verursachte Absenkung der Los-
lichkeit bei Paramyosin (Merrick & Johnson, 1977). Es besteht also die Méglichkeit, dass die
Zugabe von Kalzium eine Aggregationstendenz oder zumindest Oligomerisierung in Gang
setzt, die sich nach gewisser Zeit auf einem Gleichgewicht einpendelt. Ein tats&chlicher Ein-
fluss auf Konformationszustande - lokal oder global — bliebe noch zu verifizieren. Insgesamt
bleibt allerdings ratselhaft, warum Magnesium diesen Effekt nicht zeigt. Da es sich bei Kalzi-
um um den Trigger der Muskelkontraktion handelt, konnte jedweder Einfluss auf Eigenschaf-

ten von Muskelproteinen von potentieller Bedeutung sein.

So ware theoretisch denkbar, dass die Aktivierung des Insektenflugmuskels auch mit struktu-
rellen Veréanderungen im Schaft der dicken Filamente einhergeht: Anders als in Vertebraten-
Muskeln verschwindet n&mlich die Myosinfilament-eigene 14,5 nm-Reflexion im erschlafften
Zustand in Beugungsdiagrammen von Fibrillen in Kontraktionslosung (Reedy et al., 1987).
Allerdings handelt es sich bei den hier verwendeten Konzentrationen um unphysiologische

Verhaltnisse, so dass diese Beobachtung noch eines weitergehenden Studiums bedarf.

4.2.4 Loslichkeit

Zur abschlieBenden Charakterisierung der Expressionsprodukte wurde deren Loslichkeit im
standardméaRig zur Aggregation eingesetzten Puffersystem lber einen Sedimentations-assay
bestimmt, der als eigentlicher biologischer Funktionalitatstest angesehen werden kann (Kap.
3.3.4). Schon 1969 konnte Lowey etablieren, dass die Unléslichkeit von Myosin bei physiolo-
gischen lonenstarken vollstandig durch die LMM-Domane des Molekiils determiniert wird
(Lowey et al., 1969). Der ebenfalls zum coiled coil gefaltete S2-Abschnitt ist hingegen l6slich,
obgleich keine offensichtlichen Unterschiede in der Motivabfolge der Primarsequenz vorlie-
gen.

Die Loslichkeitsprofile Gber einen weiten Bereich von lonenstarken zeigen fur alle in diesen
Studien exprimierten Fragmente ein sigmoides Profil, wobei das Maximum der sedimentier-
baren Anteile bei physiologischen Salzkonzentrationen von 150 mM durchweg nahezu oder

vollstandig erreicht ist. Das heil3t, alle Produkte tragen die Information flr die Unléslichkeit
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unter zellularen Bedingungen und verhalten sich entsprechend den Erwartungen fir voll-
standiges LMM, das hier anndhernd durch die C-terminal vollstandigen 3er-Fragmente re-
prasentiert ist. Gemeinsam ist allen Profilen auch, dass weder eine vollstandige Ausfallbar-
keit noch eine vollstdndige Ldslichkeit Uber den gewahlten Konzentrationsbereich zu ver-

zeichnen ist. In beiden Fallen kénnten Denaturierungseffekte ein Rolle spielen.

Wie oben anhand der CD-Messungen diskutiert, gibt es Hinweise, dass eine Fraktion von
Expressionsprodukten, die durchaus 10 % und mehr ausmachen kann, nicht korrekt gefaltet
prapariert wird. Da die Proben vor der Aufnahme der CD-Spektren zentrifugiert wurden und
keine nennenswerte Tribung (photometrisch bestimmt) aufwiesen, sollte es sich dabei groi3-
tenteils um komplett entfaltete Spezies handeln, die im Ld&slichkeitsversuch nicht sedimen-
tierbar ist. Atkinson et al. (1991) diskutieren fur nicht pelletierbare Anteile eine kritische Ag-
gregationskonzentration von ca. 25 pg/ml bei vergleichbarer Fragmentgrof3e (Atkinson &
Stewart, 1991a), was den hier beschriebenen, nicht sedimentierbaren Anteilen nahezu ent-
spricht.

Andererseits wurde durchaus 100 %ige Ausfallbarkeit fir LMM und Fragmente beschrieben
(Sohn et al., 1997; Szent-Gyorgyi, 1953), was vermuten lasst, dass das Gleichgewicht unter
Niedrigsalzbedingungen sehr weit auf der Seite der aggregierten Form liegt. Es kann aber
vorausgesetzt werden, dass die Zentrifugationsbedingungen das Ergebnis wesentlich beein-
flussen; Kleinstaggregate bzw. Oligomere kénnen unter den gewdahlten Bedingungen nicht
sedimentiert werden.

Die nicht vollstandige Solubilisierung bei hohen lonenstdrken kann durch Koaggulations-
effekte denaturierten Proteins und Adsorptionsverlust an der Dialysemembran erklart wer-
den. Die gemeinsame Unldslichkeit der Fragmente bei niedrigen lonenstarken lasst den
Schluss zu, dass wesentliche Determinanten der Unldslichkeit von Insekten-LMM im Bereich
der MHC1- und/oder MHC2-Subdomanen lokalisiert sind. Erg&nzende Versuche mit MHC1-
Fragmenten grenzen diesen Bereich weiter auf den C-terminalen MHC1-Abschnitt ein (Zieg-
ler, personliche Mitteilung). Dass C-terminale Sequenzen essentiell an der Bestimmung der
Loslichkeit beteiligt sind, ist in vielen Studien belegt (Cross & Vandekerckhove, 1986; King et
al., 1995; Nyitray et al., 1983; Wick et al., 1997).

Daruber hinaus haufen sich Hinweise, dass sehr kurze Abschnitte innerhalb der coiled coil-
Sequenzen des LMM unterschiedlicher Herkunft fir dessen L&slichkeitseigenschaften ent-
scheidend verantwortlich sind (Lee et al., 1994; Sohn et al., 1997). Sohn und Mitarbeiter
(1997) definieren eine "Assembly Competent Domain" von lediglich 29 Aminoséauren, die in
der Lage ist, in chimaren Konstrukten léslichen Fragmenten Sedimentierbarkeit zu verleihen
und deren Fehlen eine Solubilisierung des mutierten Fragments nach sich zieht. Die homo-
loge Sequenz des Drosophila-Stabes mit exakt demselben Ladungsmuster ist im C-

terminalen Drittel des MHC1-Abschnittes lokalisiert.
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Uber die generelle Unloslichkeit hinaus konnten bei den hier exprimierten Fragmenten je-
doch Unterschiede gefunden werden, die zeigen, dass Unldslichkeit nicht notwendigerweise
dem Alles-oder-nichts-Prinzip folgt: Ubereinstimmend sind samtliche N-terminal langeren
Fragmente l8slicher als ihre kleineren Entsprechungen. Dies zeigt zweierlei: zum einen ist
die Loslichkeit einer LMM-Sequenz ein Ergebnis aus dem Zusammenspiel multipler Faktoren
und Beitragen unterschiedlicher Subdoméanen. Zum anderen wird ein Punkt unterstiitzt, den
Atkinson (1991) aus der Untersuchung von Deletionsmutanten von Kaninchen-LMM folgert:
das 28 Aminoséaure-Ladungs-Raster entlang des Stabes und entsprechende Ladungskom-
plementierung zwischen benachbarten Molekilen sind nicht die treibende Kraft fir die Zu-
sammenlagerung von Myosin (Atkinson & Stewart, 1991b). Im vorliegenden Fall wirde dies
namlich als kooperativer Effekt zur Absenkung der Loslichkeit [angerer Fragmente fuhren.

Die in dieser Arbeit hergestellten C-terminalen Deletions- und Isoformen zeigen bei gegebe-
nem N-Terminus nahezu identische Loslichkeiten, die Aminosauren bis einschlieRlich des
Glycins 6 Positionen vom C-Terminus der Exon 18-Isoform haben also keinen Einfluss auf
diese Eigenschaft des LMM. Fir das Kaninchen-LMM hingegen konnte gezeigt werden, dass
die Abwesenheit von 17 Aminosauren einer C-terminalen random coil-Doméne ein 30-kDa-
Fragment solubilisiert (Maeda et al., 1991). Der erste Helix-brechende Glycin-Rest der Dro-
sophila-Sequenz liegt noch weitere 8 Aminosauren aufwarts des C-terminal kleinsten hier
untersuchten Fragments; ein entsprechend verkirztes Fragment kénnte also die Frage be-
antworten, ob auch beim Insekten-LMM random coil-Sequenzen die Loslichkeitseigenschatf-

ten mit determinieren.

Das Einflgen einer Extra-Ladung in eine random coil Sequenz aber andert das Verhalten
der Exon 19-Isoformen (Ersatz eines Serin-Restes durch einen Glutamat-Rest) erkennbar.
Es kann vermutet werden, dass diese zusatzliche negative Ladung direkt oder indirekt mit
der Ausbildung von lonenbricken an anderer Stelle der Aggregate interferiert. Auch unter
physiologischen lonenbedingungen ist geringfligig weniger Material der Mutanten pelletier-
bar. Ob dies aber in vivo von Relevanz sein kdnnte, sollte durch weitere Versuche geklart
werden: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist versucht worden, Hinweise auf eine mdgli-
che Phosphorylierbarkeit des mutierten Serin-Restes durch Drosophila-Kinasen zu finden (s.
Kap. 4.5.1.3).

Die geringere Loslichkeit kurzer im Vergleich zu N-Terminal langeren Fragmenten deutet auf
eine Verschiedenheit in der Art der Selbstassoziation der beiden Gruppen. Derartige Unter-
schiede sollten sich ebenfalls in den Aggregationsformen widerspiegeln, die Gegenstand des

nachsten Kapitels sind.
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4.3 Fragment-Aggregate

LMM und seine unléslichen Teilstiicke kénnen in Abhangigkeit von einer ganzen Reihe von
Parametern wie der Molekullange, der Herkunft des Elternmolekuils (Nakamura et al., 1971),
pH (Katsura & Noda, 1973), der lonenstarke (Podlubnaia, 1973) und der Art der Absenkung
des Salzgehaltes (Chowrashi & Pepe, 1989) sehr unterschiedliche Parakristallformen ausbil-
den. Interpretationen der verschiedenartigen Auspragungen werden seit langem (Huxley,
1963) dazu herangezogen, Informationen Uber den Aufbau des Filamentriickgrates zu ge-
winnen. Der Polymorphismus von méglichen Strukturen zeigt sich am deutlichsten durch
Beobachtungen nicht nur von flachigen oder spindelférmigen Parakristallen, wie sie hier er-
halten werden konnten, sondern auch von Netzen, in denen Bundel von Molekiilen in regel-
maRiger Weise untereinander verwoben sind (Katsura & Noda, 1973; Lowey et al., 1967;
Nakamura et al., 1971; Yagi et al., 1981).

Fast durchweg werden Aggregate von LMM Uber die Technik der Negativkontrastierung
("negative staining™) untersucht. In derartigen Praparaten erscheinen hohe Proteindichten
heller als Zonen niedriger Dichte, da sich in letzteren Regionen elektronendichtes Kontrastie-
rungsmaterial sammeln kann. Aufgrund dieses Verhaltens kdnnen durch die Analyse von
geordneten Strukturen Ruckschlisse auf die molekularen Versetzungen von Einzelmoleku-

len im Verbund angestellt werden.

Bis zu einer endglltigen Klarung der Molekilorganisation tber hochauflésende Kristallrekon-
struktionen, die bislang an der Nichtverfiigbarkeit gentigend geordneter Praparate scheiterte,
kénnen solche Interpretationen als Modelle angesehen werden, die sich zum Beispiel durch
ihre Ubertragbarkeit auf Parakristalle anderer LMM-Varianten bestatigen lassen: liefert ein
gegebenes Interaktionsschema auch fur Molekilfragmente abweichender Lange eine ada-
guate Beschreibung des experimentell erhaltenen Musters, so ist dies ein deutlicher Hinweis
auf die Validitat des Modells.

Ein klassisches Beispiel einer Analyse einer 43 nm—periodischen Parakristallform von Ske-
lettmuskel-LMM stellt die Arbeit von Pauline Bennett dar (Bennett, 1981), deren im wesentli-
chen eindimensionale Deutung in der Folge von Yagi & Offer (1981) im Hinblick auf die Mo-
lekilorganisation in drei Dimensionen aufgegriffen und erweitert wurde (Yagi & Offer, 1981).
Dieses Modell konnte spater direkt zur Erklarung eines Parakristalls einer kirzeren LMM-
Form herangezogen werden (Strzelecka-Golaszewska et al., 1985). Die Arbeit mit proteolyti-
schen Spaltprodukten birgt jedoch eine gewisse Unsicherheit in Bezug auf die exakte Natur
der Praparation. So bleibt eine Restunsicherheit hinsichtlich des exakten N-Terminus des
verwendeten Molekuls. Hier liegt einer der wesentlichsten Vorteile der Anwendung moleku-

larbiologischer Methoden zur Gewinnung von LMM-Bruchstticken.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Aggregate mit unterschiedlichen periodischen Charakteris-
tiken, allesamt Vielfache des Képfchenabstandes von 14,5 nm, erhalten. Die beobachteten
Perioden reichen dabei von bekannten 43,5 und 14,5 nm-Abstanden, Uber selten beschrie-
bene 58 nm-Charakteristiken bis hin zu hochspezifischen 116 nm-Mustern, die eine direkte
Verbindung zur Struktur des Insektenfilaments aufzeigen. Die Interpretationen der Aggrega-
tionsmuster kdnnen also in Kombination zur Ableitung von Modellen zur Filamentstruktur

herangezogen werden.

4.3.1 Das 43,5 nm-Muster

Es liegt nahe, die weithin anerkannte Interpretation eines 43,5 nm-Musters nach Bennett als
Grundlage zur Deutung der hier mit den Fragmenten 3-19 und 3-19G erhaltenen Para-
kristalle heranzuziehen. Abb. 4-2 A stellt die von Bennett angenommene Kombination von
ca. 90 nm langen Molekulen dar. Die sich wiederholende Einheit besteht schematisch aus 2
polaren Anordnungen aus je 3 Molekilen, die antiparallel zueinander orientiert sind. Die Mo-
lekulversetzungen innerhalb der parallelen Komponenten betragen 43 nm, so dass sich be-
dingt durch die Molekillange ein ca. 4 nm (Differenz der Lange und der zweifachen Grund-
versetzung) breiter zusatzlicher Uberschneidungsbereich ergibt, der im negativ gefarbten
Parakristall zur Ausbildung eines hellen Streifens flhrt. Versetzt man nun die zweite entge-
gengesetzt orientierte Lage von Molekilen derart, dass diese Region im Abstand von ca.
3-4 nm vom Uberschneidungsbereich der ersten Lage zu liegen kommt, so erhalt man das
von Bennett beobachtete Banderungsmuster: ein sich im Abstand von 43 nm wiederholen-
des Motiv von zwei ca. 3 nm breiten hellen Bandern, die durch einen zentralen dunkleren Ab-
schnitt voneinander getrennt sind und so ein spiegelsymmetrisches Muster ergeben. Diese
Symmetrie ist integraler Bestandteil aller Modelle, die polare Komponenten antiparallel an-
ordnen. Bennett leitet ferner aus der Analyse von Parakristall-Enden ab, dass von den ver-
schiedenen mdglichen antiparallelen Interaktionen — die Darstellung in Abb. 4-2 A betont nur
bestimmte - eine Uberschneidung (,overlap“) von 84 nm von besonderer Bedeutung sein
muss. Fur die folgenden Uberlegungen sind also zwei Beziehungen hervorzuheben:

a) die Breite der hellen Streifen ergibt sich aus: Molekillange (90 nm) — 87 nm = 3 nm;

b) die Breite der zentralen dunklen Zone lasst sich in dieser Darstellung herleiten als:

87 nm — antiparalleler overlap (84 nm) = 3 nm.

Das in Abb. 3-23 dargestellte Bandenmuster einer 43,5 nm-Periode, das mit dem Fragment
3-19 und deren Mutante erhalten wurde, stimmt im Grundaufbau mit dem oben skizzierten
uberein: Auch hier finden sich spiegelsymmetrisch angeordnete schmale Uberschneidungs-
bereiche hellerer Farbung, die von einer zentralen dunklen Zone getrennt werden. Die oben
dargelegten Beziehungen lassen dann folgende Schliisse zu: Aufgrund der Breite der hellen

Streifen von 4,5 nm sollten die Molekile ca. 91,5 nm lang sein.
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Abb. 4-2: Herleitung eines Molekilmodells zur 43,5 nm-Periode des Fragments 3-19

Die Polaritat der Einzelmolekule wird durch Pfeilspitzen (C-Terminus) angedeutet. B und C veran-
schaulichen den Ubergang von A nach D.

: Molekilmodell zur 43,5 nm-Periode in Parakristallen von Vertebraten-LMM (90 nm) nach Bennett
(1981); VergroRerung zeigt den Bereich der C-N-Uberlappungen, die im Dichteprofil zu protein-
dichteren helleren Bereichen fihren.

. Antiparallele Uberlappung von 84 nm nach Bennett. Der graue Pfeil weist auf eine antiparallele
Uberlappungsmaglichkeit, die im Bennett-Modell nicht eingeschlossen, aber in C beriicksichtigt ist:
: Ubertragung von B auf 91,5 nm lange Molekiile und einen antiparallelen overlap von 86 nm (s.
Text). Der graue Pfeil entspricht der von Bennett vorgeschlagenen antiparallelen Uberlappung in A.
Das Alternativ-Molekiil aus B ergibt eine N-N-Uberlappung von 79,5 nm entsprechend einer Mus-
terversetzung von 12 nm.

: Molekil-Modell zur Entstehung der 43,5 nm-Periode in Parakristallen von 3-19
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Der antiparallele overlap-Bereich ergibt sich durch den 7,5 nm breiten zentralen Dunkelbe-
reich zu 79,5 nm (s. Abb. 4-2 D).

Die abgeleitete Molekullange von 91,5 nm entspricht nahezu exakt der Vorhersage fir ein
617 Aminosauren langes Peptid in o-helikaler Konformation (helikaler Anstieg / ASe =
0,1485 nm nach Fraser & MacRae (1973)). Allerdings ergibt sich ein Unterschied zu der in
der Rotationsbedampfung festgestellten Grol3e von ca. 88 nm. Es wurde schon in Abschnitt
4.2 diskutiert, dass Schrumpfungsartefakte bei der Bedampfung nicht auszuschlieRen sind,
und darauf verwiesen, dass mdglicherweise C-terminale Sequenzen, die in Losung nicht in
o-helikaler Konformation vorliegen - wie der durch Exon 19 kodierte Abschnitt - Gber diese
Methode mdglicherweise nicht oder nur unvollstandig detektiert werden. Insofern liegt eine

positive Abweichung von 3,5 nm durchaus im Rahmen der methodisch bedingten Variation.

Schwieriger einzuordnen ist hingegen der antiparallele overlap von lediglich 79,5 nm. Dieser
scheint zu deutlich von den von Bennett postulierten 84 nm abzuweichen, als dass hier pra-
parationsbedingte Unterschiede verantwortlich gemacht werden kdnnten; dies gilt insbeson-
dere deshalb, weil durch die 43,5 nm-Periode ein kalibrierender Abgleich der Absolutwerte in
den unterschiedlichen Objekten gegeben ist.

Des Weiteren zeigen folgende Uberlegungen, dass eine negative Abweichung von 84 nm
auszuschlieRen ist: Bennett favorisiert in ihren Uberlegungen einen C-terminalen overlap,
was die Darstellung 4-2 A beriicksichtigt. Sie begriindet dies durch die Ubereinstimmung mit
Uberlappungen in sogenannten Segment-Aggregaten: dies sind Bundel von Molekilen, die
lediglich eine bestimmte Interaktion mit ihren Partnern eingehen, so dass beiderseits fransige
Gebilde entstehen, deren zentraler Bereich der Uberlappung entspricht und deren Fransen-
lange durch die Molekullange bestimmt wird. Sowohl LMM-Segmente als auch Segment-
Aggregate aus Staben zeigen dabei einen zentralen overlap von ca. 86 nm (Cohen et al.,
1970; Harrison et al., 1971; King & Young, 1972). Daraus leitet sich direkt eine entsprechen-
de C-terminale Uberlappung ab.

Nun weist das Fragment 3-19 des Insektenmuskel-Myosins zuséatzliche C-terminale Sequen-
zen in Form des durch Exon 19 kodierten Bereichs auf. Wirden nun homologe Bereiche der
unterschiedlichen LMM-Praparationen miteinander interagieren, so wirde die Anwesenheit
zusatzlicher Aminosauren zu einer Verbreiterung der C-terminalen Uberlappungszone fiihren
— vorausgesetzt sie sind im Parakristall sichtbar -, keinesfalls jedoch zu einer Verminderung
des overlaps. Offensichtlich liegen im Fall des 3-19-Aggregats in Abb. 3-23 also Interak-
tionen vor, die nicht den von Bennett beschriebenen entsprechen. Sie lassen sich aber auf
die in Abb. 4-2 B/C beschriebene Weise aus diesen herleiten:

Zunachst wird in Anlehnung an die oben zitierten Ergebnisse von Segment-Aggregaten von
einem 86 nm-overlap ausgegangen. Schon der Unterschied der prinzipiellen Wiederho-

lungsabstande der Kdpfchen (Tregear et al., 1984) von 14,3 nm bei Vertebraten und 14,5 nm
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bei Insekten macht dieses Vorgehen plausibel. Zudem scheinen die Unterschiede hinrei-
chend gering, um davon ausgehen zu kénnen, dass es sich hier tatsédchlich um homologe

Interaktionen handelt.

Die urspriinglich betonte antiparallele Interaktion wird nun durch ein Molekll ersetzt, das
relativ zum Bennett-Partner um 14,5 nm versetzt ist (grau gefarbt in Abb. 4-2 B). So ergibt
sich das in Abb. 4-2 C schwarz dargestellte antiparallele Dimer. Dies steht in keiner Weise
im Widerspruch zu den oben zitierten Ergebnissen, ist im Gegenteil eine konsequente Fort-
fuhrung des beschriebenen antiparallelen Verhaltens, das als Modell fur die Interaktionen im
Bereich der "bare zone" (Kopfchen-freie Zone) der nativen Filamente angesehen wird. Dort
mogen zwar speziell im Fall der Vertebraten-Muskeln Uberlappungen von 84-86 nm von be-
sonderer Bedeutung sein, jedoch sind diese nicht die einzigen, da beiderseits der bare zone
jeder Kopfchen-Kranz von mehreren Molekilen im Abstand von 14,3 bzw. 14,5 nm besetzt
ist. Das heil3t, auch diese Molekile stehen in engerem Kontakt mit antiparallel ausgerichte-
ten Molekllen der anderen Flanke des Filaments. Mit anderen Worten, die im Bennett-
Modell besonders hervorgehobene antiparallele Interaktion ist nur eine von vielen, die ein
entsprechendes bare zone-Modell fordern muss, deren gemeinsamer Nenner eine Differenz
von n * 14,3 bzw. 14,5 nm zu beispielsweise 84-86 nm ist. Harrison et al. (1971) machen in
ihrem Modell auf eben diesen Umstand aufmerksam (Harrison et al., 1971). Noch deutlicher
werden diese Uberlegungen bei der Betrachtung von 14,5 nm-periodischen Aggregaten, wie
sie unten folgen, in denen multiple Interaktionen vorausgesetzt werden muissen. Trotzdem
deuten diese Ergebnisse an, dass sich die bevorzugte antiparallele Interaktion von Vertebra-
ten- und Insekten-LMM unterscheiden. Die unterschiedliche Ultrastruktur beider Filament-
Typen speziell im Bereich der bare zone kdnnte also durch spezifische LMM-Eigenschaften
beglnstigt oder mit determiniert sein.

Mit den beschriebenen Modifikationen ergibt sich das in Abb. 4-2 D dargestellte Molekulmo-
dell zur Erklarung des 3-19-Parakristalls aus Abb. 3-23 A. Auch hier sind also die polar aus-
gerichteten Moleklile um einen Betrag von 43,5 nm gegeneinander versetzt, wahrend unter
den antiparallelen Komponenten ein N-terminaler overlap von 79,5 nm hervorgehoben ist.

Das resultierende Dichteprofil entspricht damit den Beobachtungen am Parakristall.

Der in Abb. 3-23 B dargestellte Parakristall leitet Uber zu den Strukturen mit 14,5 nm-
Periodizitat: Der spindelférmige Parakristall ist nicht mehr tber die gesamte Breite uniform
gebandert, axiale Versetzungen verzerren das Dichteprofil. Das Grundmuster ist eindeutig
durch ein 43,5 nm-Motiv bestimmt, wie die korrespondierende FFT belegt. Uber die Breite
des Parakristalls stellt sich dann eine graduelle Verschiebung dieses Musters ein. Dabei
greifen die einzelnen Farbungszonen weit ineinander, lassen aber das oben diskutierte
Grundmuster noch erkennen. Die Musterverschiebung findet in 14,5 nm-Schritten statt und

reiht sich damit in eine Vielzahl von Hybrid-Mustern ein, die immer dann beobachtet werden,
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wenn LMM-Fragmente sowohl 43,5 nm- als auch 14,5 nm-periodische Strukturen ausbilden
(Bennett, 1981; Chowrashi & Pepe, 1977; Strzelecka-Golaszewska et al., 1985; Ward &
Bennett, 1989). Dabei kann die Art des Ubergangs ganz unterschiedlich sein. Oft entwickelt
sich das hochfrequentere Muster graduell in longitudinaler Richtung eines Parakristalls aus
der grol3eren Periode, teils liegt aber auch ein laterales Ineinandergreifen von 43,5 nm-
Mustern vor (Chowrashi & Pepe, 1977).

Parakristalle wie der in Abb. 3-23 B dargestellte zeigen nicht nur, dass beide Muster nahe
verwandt sein mussen, sondern dariber hinaus, dass eine Basisanordnung der langeren
Periode integraler Bestandteil von Parakristallen mit einer Periode im Kopfchenabstand sein
kann. Allgemein wird eine Schichtanordnung zur Interpretation herangezogen, die ein
43,5 nm-Muster durch Uberlagerung in eine 14,5 nm-Periode Uberfuhrt, was also mindestens
drei Schichten erfordert. Vor diesem Hintergrund kann also ein Molektlmodell zur l&ngeren
Periode durch seine Ubertragbarkeit auf Parakristalle mit kurzer Periode validiert werden:
Wenn es maglich ist, ein Ursprungsmuster durch Addition in ein 14,5 nm-Profil zu tberfuh-
ren, so hat man mehr als einen starken Hinweis auf die Gliltigkeit des Modells fur diese

Fragmente.

4.3.2 14,5 nm-Muster

Kann nun die oben dargelegte Interpretation des hier vorgefundenen 43,5 nm-Musters die
Bildung von 14,5 nm-Strukturen erklaren? Strukturen mit Képfchenperiode erscheinen auch
bei anderen LMM-Spezies oft weniger scharf definiert (Bennett, 1981; Chowrashi & Pepe,
1977): das resultierende Muster wirkt eher diffus und erinnert in dieser Hinsicht an die in
Abb. 3-24 dargestellten Parakristalle. Dieser Effekt wird leicht erklarlich, wenn man bedenkt,
dass sehr viel mehr Molektile und im Falle von kombinierten Schichtanordnungen auch meh-
rere Organisationsebenen erforderlich sind, um ein solches Muster zu etablieren. Der erste
Eindruck eines diffusen Hell-Dunkel-Wechsels in Objekten wie denen aus Abbildung 3-24
kann hier auch durch Filterung auf die Ordnungen der Periode nicht weiter erhellt werden.
Die Zonen extremer Farbungen gehen kontinuierlich tber Grauabstufungen ineinander uber.
Sie kdnnen dabei je nach Objekt oder Lokalisation innerhalb der Struktur unterschiedliche
Ausdehnung aufweisen. Dabei ist an verschiedenen Objekten eine Abhéangigkeit der Grau-
stufenverteilung innerhalb der Periode von der Dicke des Parakristalls zu beobachten (vgl.
Abb. 3-25 D und G). Dies legt den Schluss nahe, dass die dreidimensionale Struktur das
Erscheinungsbild der Grundperiode mit beeinflusst: von flachigen Strukturen ist ein solches

Verhalten nicht zu erwarten.
Vor diesem Hintergrund kann vermutet werden, dass es sich bei diesen Parakristallen eher
um zylinderférmige Strukturen als um Schichtformationen handelt. Auch das seitliche stai-

ning-Verhalten stitzt diese Annahme: ein auf3erer Saum von Schwermetall verlauft recht
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ausladend in den ungefarbten Hintergrund (Abb. 3-25 A), was allerdings einen im Quer-
schnitt polyedrischen Aufbau nicht ausschlief3t. Als Kernaussage der Abb. 3-24 kann fest-
gehalten werden, dass Aggregate von C-terminal gleichen Fragmenten beider Grof3enklas-
sen ein mindestens ahnliches, wenn nicht gleiches Farbungsmuster innerhalb der 14,5 nm
Periode aufweisen konnen. Dieser Umstand wird einen weiteren Prifstein fur ein Erkla-
rungsmodell darstellen, das an dieser Stelle jedoch noch nicht zu postulieren ist, da die in-
terne Struktur der Periode nicht zweifelsfrei aus den Filterungen abgeleitet werden kann.

Wenn nun die Substruktur bzw. die verursachte Farbungsverteilung speziell in spindelférmi-
gen Gebilden variiert, so ist man zur detaillierten Analyse der Dichteverteilung innerhalb der
Periode auf annahernd oder perfekt flachige Anordnungen angewiesen. Kristallographisch
ausgedrickt setzt dies also eine Aufsicht auf eine Kristallebene voraus, d.h. zwei Kanten der
Einheitszelle liegen im rechten Winkel zur Betrachtungsrichtung. Laterale Ordnung zeigt sich

in der FFT dann durch Anwesenheit von Beugungspunkten in der Flache der Transformation.

Ein solcher Fall liegt bei dem in Abb. 3-25 B dargestellten Exemplar eines Aggregats von
3-19-Fragmenten vor. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass es sich tatsach-
lich um polyedrische Strukturen handelt; Bennett zeigt fur ihre Parakristalle an Pellet-
Schnitten einen unregelmafig polygonalen Querschnitt (Bennett, 1981). Die Chance, hinrei-
chend ausgedehnte Flachen gleicher Ebenenausrichtung zu finden, wirde mit dem Durch-
messer der Objekte steigen. Ganz in diesem Sinne ist mit dem diinneren Parakristall aus
Abb. 3-25 A ein ahnliches Beugungsmuster nicht zu erhalten. Es mag sich aber durchaus
auch um einen praparationsbedingten Sonderfall handeln, in dem der gré3ere der dargestell-

ten Parakristalle durch die Farbungsprozedur lokal abgeflacht ist.

Quinlan und Stewart (1987) beispielsweise konnten sehr hochauflésende Rekonstruktionen
von einem nach Uranylacetat-Kontrastierung abgeflachten Tubus aus S2-Molekiilen gewin-
nen (Quinlan & Stewart, 1987). Unabhangig davon sind hier durch die so belegte Ordnung in
mehreren Dimensionen auch verlasslichere Aussagen zur Substruktur der Periode maglich.
Tatsachlich unterscheidet sich das Filterungsmuster auf die Ordnungen der Periode in Abb.
3-25 D dann auch sichtbar von denen, die mit Parakristallen geringeren Ordnungsgrades
erhalten werden (vgl. Abb. 3-24 und 3-25 G), indem die Bereiche maximaler und minimaler
Farbungstiefe ausgedehnter sind, ferner ein schmaler zentraler Saum innerhalb des Hellbe-
reichs auftaucht.

Abb. 4-3 A stellt nun dar, wie sich ein solches Muster durch Kombination aus dem in Abb.
4-2 D abgeleiteten 43,5 nm-periodischen Farbungsprofil fir 3-19-Fragmente konstruieren
lasst: Zunachst wird das Ursprungsmuster durch sukzessive Verschiebungen um einen 14,5

nm-Betrag in ein Profil mit eben dieser Periode gewandelt.
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Abb. 4-3: 14,5 nm-Periode: Superpositionsmuster langer Fragmente
A: Fragment 3-19 (91,5 nm)
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a: Uberlagerung des Ergebnisses aus Abb. 4-2 zu 14,5 nm-Periode: 3 Schichten; box: Uberschnei-
dungsbereich mit dem Ergebnis:

b: Superpositionsmuster aus a.

c: zusatzliche antiparallele Versetzung von 12 nm (vgl. Abb. 4-2) zweier Muster aus b; box: Uber-
schneidungsbereich zu:

d: 1,5 Perioden der Superposition aus ¢ zum direkten Vergleich mit Abb. 3-25 D
B: Fragment 3-1 (89,5 nm)
C-N-Molekuluberlappungen (hell) verengen sich bei um 2 nm verkirztem C-Terminus entspre-
chend (vgl. Abb. 4-2 D)
a: Uberlagerung zu 14,5 nm-Periode analog zu A
b: Superpositionsmuster aus a
c: zusatzliche antiparallele Versetzung von 10 nm zweier Muster aus b analog zu A
d: 1,5 Perioden der Superposition aus ¢ zum direkten Vergleich mit Abb. 3-26 B

Dabei ist es wichtig festzuhalten, dass es sich bei diesen Versetzungen nicht notwendiger-

weise um 14,5 nm-Schritte handeln muss; jedes Vielfache des Képfchenabstandes ungleich
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3n wird zu diesem Ergebnis fuhren, solange sich die dritte Schicht analog zur zweiten ver-
halt.

Das Superpositionsmodell in Abb. 4-3 A b kann noch nicht in allen Belangen tberzeugen.
Zwar stellt sich ein alternierendes Hell-Dunkel-Muster mit Grautibergdngen ein, ein exakt
entsprechendes Verhdltnis von Dunkel/Hell-Zone war jedoch nicht beobachtet worden. Die
entscheidende Korrektur hin zu dem in Abb. 3-25 D dargestellten Profil ergibt sich, wenn
man das Ergebnis der ersten Uberlagerung erneut um einen Betrag versetzt, der demjenigen
entspricht, um den im 43,5 nm-Modell die polar angeordneten Anteile antiparallel gegenein-
ander verschoben sind, namlich 12 nm (Differenz der Molekillange 91,5 nm und des antipa-
rallelen overlaps von 79,5 nm, vgl. Abb. 4-2 C). Bis hin zu dem schmalen Faden innerhalb
der hellen Zone entspricht damit das Ergebnis der Modellierung dem durch Filterung erhalte-

nen Dichteprofil eines 3-19 Parakristalls mit lateraler Ordnung: Abb. 4-3 A d.

Nun kann bei dieser Vorgehensweise der Eindruck entstehen, man arbeite mit ausgespro-
chenen Schichten definierter Zusammensetzung; es ist wichtig, noch einmal festzuhalten,
dass diese Modelle nichts Uber die dreidimensionale Organisation, d.h. die relative Lage der
Molekile zueinander in der Tiefe aussagen. Schon oben ist darauf verwiesen worden, dass
es lediglich eine Frage der Darstellung ist, welche der vielzahligen Interaktionen betont wird.
So wird auch deutlich, dass die zuletzt eingefihrte Versetzung keine grundséatzlich neuen
Interaktionen hervorruft. Schon nach der ersten Kombination von 43,5 nm-Profilen (Abb. 4-3
B) sind potentiell alle antiparallelen Beziehungen mdglich, die auch in dieser Endzusammen-
setzung zum Tragen kommen koénnen. Ausgehend von der Darstellung einer N-N-
Uberlappung von 79,5 nm ergeben sich diese zu 79,5 nm +/- n * 14,5 nm. In anderer Form
war dies oben schon diskutiert worden, als darauf verwiesen wurde, dass die hier als bevor-
zugt dargestellte antiparallele Interaktion sich lediglich um eine Versetzung von 14,5 nm vom
Bennett-Modell unterscheidet. Letztlich liegt nun also eine Kombination von 6 Grundeinhei-

ten vor.

Durch die Mdglichkeit, ein spezifisches 14,5 nm-Muster durch Addition aus dem 43,5 nm-
Modell fur ein bestimmtes Fragment herzuleiten, hat dieses nun eine deutliche Bestatigung
erfahren. Lasst man den Plausibilitats-Aspekt im Vergleich zum Bennett-Modell einmal au-
Ren vor, so kann aus dieser Tatsache allein die von Bennett vorgeschlagene Polaritat der
Molekile noch nicht abgeleitet werden. Diese lasst sich tberprifen, indem Fragmente mit
Deletionen in gleicher Weise betrachtet werden. Fir das Fragment 3-1 konnte auf Lipidmo-
nolayern eine hochgeordnete Formation erhalten werden, die ein charakteristisches Profil
Uber die 14,5 nm-Periode ausbildet: Im Unterschied zu den bisher fir das langere 3-19-
Fragment beschriebenen, eher sinusoiden Mustern wird hier der Hellbereich zusétzlich von
Dunkelzonen eingerahmt (Abb. 3-26 B). Abb. 4-3 B zeigt, wie durch analoges Vorgehen zu

den Operationen fiir das Fragment 3-19 exakt dieses Bandenmuster modelliert werden kann,
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wenn man eine C-terminale Deletion von 2 nm, d.h. eine Molektllange von 89,5 nm zugrun-
de legt. Der Uber Rotationsbedampfung bestimmte durchschnittliche Unterschied C-terminal
deletierter Fragmente zu den entsprechenden Exonl9-Pendants betrdgt 2,35 nm. Das
43,5 nm-Ausgangsmuster (Abb. 4-3 B a) unterscheidet sich dann aufgrund der geringeren
Uberlappung durch schmalere Hellzonen von dem in Abb. 4-3 A a dargestellten. Im letzten
Schritt entspricht eine 10 nm-Versetzung der fiir das lAngere Fragment modellierten Muster-
verschiebung von 12 nm (vgl. Abb. 4-2 C; N-terminaler overlap von 79,5 nm bleibt konstant).
Diese Ergebnisse stiitzen auch die Uberlegungen zur Polaritat der Molekiile des Ursprungs-
modells in Abb. 4-2 D.

In der beschriebenen Art und Weise wurde ein Modell entwickelt, das das Zustandekommen
eines komplexen Bandenmusters durch die Kombination von 36 Molekilen erklart. In der
oben zur Veranschaulichung gewahlten Stapeldarstellung von 6 Schichten lage — nimmt man
einen Molekildurchmesser von 2 nm an - eine seitliche Wiederholung im Abstand von ca. 12
nm vor. Zudem muss die Uranyl-Penetration eine Abbildung von Einzelheiten in ca. 12 nm
Tiefe mdglich machen. Mit einem Literaturwert von 6-10 nm Farbungstiefe fliir negative stai-
ning-Praparate (Klug & Berger, 1964) sind dies Werte im methodischen Grenzbereich. Jede
Verzahnung von Einzelkomponenten im Sinne einer ,knobs-into-hole“-Packung (Abb. 4-1 A)
wird jedoch den Wert von 12 nm vermindern. Insbesondere eine Ausbildung von Superstruk-
turen und deren engste Packung kann ein Molekilschema wie das oben abgeleitete raumlich

konzentrieren.

Dieses Modell wurde ebenfalls als Startpunkt zur Erklarung der Uberlagerungsmuster kleine-
rer Fragmente herangezogen. Aus der Schichtanordnung von 2-18-Fragmenten wird ein me-
ridionales 14,5 nm-Muster herausgefiltert (Abb. 3-26 A), das dem aus 3-1-Molekiilen nahezu
entspricht (Abb. 3-26 B). Verkirzt man die fir das 3-1-Modell verwendeten Molekiile N-
terminal um 29 nm — was der theoretischen Lange eines 195 Asen langen Proteins in o-
helikaler Konformation entspricht — so ergeben sich die in Abb. 4-4 A dargestellte Muster,
deren analoge Uberlagerung exakt denen in Abb. 4-3 B abgeleiteten entsprechen. Dass die
Messwerte rotationsbedampfter Molekile eine durchschnittliche L&ngendifferenz von
26,6 nm zwischen langen und kirzeren Fragmenten anzeigt, wurde an entsprechender Stel-
le schon diskutiert, und es besteht die Mdglichkeit, dass sich die kleineren Molekiile in L6-
sung anders falten (s.a. Kap. 4.2.3).

Fur die kleineren Expressionsprodukte hatte es allerdings keinen direkten Hinweis auf die
Beteiligung von 43,5 nm versetzten Dimeren gegeben; entsprechende Perioden wurden
nicht beobachtet. Auch andere, weiter unten zu diskutierende Befunde gaben Anlass, fir
diese Expressionsprodukte alternative Muster in Betracht zu ziehen. Abb. 4-4 B demon-
striert, wie dasselbe Uberlagerungsmuster auf der Basis eines Dimers aus 14,5 nm versetz-

ten Molektlen, das sich im Abstand von 58 nm wiederholt, konstruiert werden kann.
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Abb. 4-4: 14,5 nm-Periode: Superpositionsmuster fur das Fragment 2-18

A:

Superposition des Molekiilmodells analog zu Abb. 4-2:

Erste Ebene: 43,5 nm versetzte Molekile bilden die erste Ebene der parallelen Versetzung; die
antiparallele Uberlappung ergibt sich im Vergleich zu N-terminal um 29 nm langeren Fragmenten
zu 79,5 - 58 = 21,5 nm (= Versetzung des Gesamtmusters um 60,5-21,5 = 39 nm)

Superpositionen: analog zu Abb. 4-3: 14,5 nm Versetzungen + weitere antiparallele Komponente

: Alternatives Molekilmodell:

Erste Ebene: Grundbaustein der parallelen Zusammenlagerung sind 14,5 nm versetzte Dimere,
die sich alle 58 nm wiederholen; die erste antiparallele Komponente von 39 nm (s.A) ist separat als
Uberlagerung dargestellt.

Superpositionen: Die 14,5 nm-Periode entsteht durch Versetzung der ersten Ebene um 29 nm;
das Ergebnis entspricht dem in A.

Die letzte antiparallele Versetzung ergibt fir beide Molekulmodelle dasselbe Muster wie fir das
Fragment 3-1 (Abb. 4-3 B). Dargestellt sind 1,5 Perioden zum direkten Vergleich mit Abb. 3-26 A.
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Damit andert sich die Operation, durch die eine kontinuierliche Besetzung der 14,5 nm-
Ebenen erreicht wird, zu einer 29 nm-Verschiebung. Gemeinsam und unabdingbar zur kor-
rekten Darstellung des Gesamtergebnisses ist den beiden Modellen die oben hergeleitete
antiparallele Komponente, die im Falle der kleineren Fragmente in einer Musterverschiebung
um 39 nm resultiert. Anhand der Uberlagerungsoperationen in Abb. 4-4 B ist nachzuvollzie-
hen, dass dieses Modell das Ergebnis mit lediglich 32 Molekilen produzieren kann. Eine
verwandte Herleitung mit gleicher Molekulzahl ist unter Verwendung von 29 nm versetzten
Dimeren moglich. Eine solche parallele Interaktion ist zwar als Grundbaustein einer Zusam-
menlagerung von LMM nach den Untersuchungen zur Ladungskomplementierung von
McLachlan und Karn nicht zu favorisieren (McLachlan & Karn, 1982), wird aber dennoch be-
ricksichtigt werden (Kap. 4.4.2).

Andere Dimer-Versetzungen in Vielfachen von 14,5 nm schlie3en sich aufgrund der Molekdl-
lAnge aus. Es muss konstatiert werden, dass die parallelen Anteile einer komplexen bipola-
ren Anordnung weniger eindeutig zu bestimmen sind als deren antiparallele Komponenten.
Das Modell in Abb. 4-4 B Uberzeugt vor allem durch seine Kompatibilitat mit den von
McLachlan und Karn abgeleiteten Grundversetzungen und durch die Tatsache, dass hier
schon auf erster Ebene C-N-Molekiiliberlappungen entstehen, die das Erscheinungsbild der
Periode durch die entsprechenden 2 nm breiten Hellbereiche wesentlich pragen. Diese
Uberschneidungsbereiche bilden um 58 nm versetzte Molekiilkombinationen, die — wie die
87 nm-Paare des Modells nach Bennett — vom McLachlan/Karn-Schema abweichen. Eine
direkte rdumliche Nachbarschaft solcher Molekiile sollte im 3-dimensionalen Aufbau ausge-
schlossen sein. Dies scheint jedoch auf einfache Weise gewahrleistet, da jedem dieser kur-
zen Abschnitte ein im Ladungsschema kompatibler Partner (ein entweder 14,5 oder 43,5 nm
versetztes Molekil) zur Verfiigung steht (vgl. Abb. 4-4 B).

Durch die geringere Anzahl beteiligter Molekile vermindern sich die oben aufgefiihrten Be-
trage fir die Etablierung des Farbungsmusters entsprechend. Eine Zusammenlagerung ein-
zelner Komponenten zu Ubergeordneten Strukturen — ein 3-D-Element wie ein Subfilament -
wlrde weit dariiber hinaus die fur reine seitliche Anlagerung abgeleiteten Werte betrachtlich
reduzieren. Anzeichen einer Uiberlagernden Struktur konnten speziell im Falle eines der kiir-

zeren Fragmente tatsachlich gefunden werden:

4.3.3 58 nm-Modulation

Verschiedene Aggregate des Fragmentes 2-19 zeigen eine Dichtemodulation mit einer Pe-
riode von ca. 58 nm, die stets eine prinzipielle Wiederholung von 14,5 nm uberlagert. Abb.
3-27 demonstriert, wie sich diese auf der Grundlage einer fast reinen Grundperiode von
14,5 nm als zusatzliche Eigenschaft entwickelt. Dabei zeigt die Filterung auf die 14,5 nm-

Periode deren Ubereinstimmung mit den oben diskutierten Mustern.



154 Diskussion

Die sich sinusoid darstellende Farbungsvariation mit einer Periode von 58 nm konnte nur in
einem Sonderfall einer extrem homogenen zylinderformigen Aggregationsform (spezielle
Aggregationsbedingungen) in weitestgehend konstanter Auspréagung beobachtet werden
(Abb. 3-28). Dank der hohen RegelmaRigkeit dieses Objekts werden Ordnungen bis in den
Bereich von 3 nm registriert, die die Identifizierung der Periode zu 58 hm mdglich machen.
Auch dort zeigt sich aber, dass es sich um eine eher labile Eigenschaft handelt: wahrend die
14,5 nm-Grundperiode in kaum wiedergefundener Weise klar und exakt definiert ist (wie
auch der Gesamtkorper des Aggregats), ist die Uberlagerte Modulation nicht nur vergleichs-
weise diinn, sondern bleibt auch nicht Uber die gesamte Lange des Parakristalls konstant im
Uberwiegend schachbrettartigen Muster erhalten. Nun war das Zustandekommen der prinzi-
piellen Periode von 14,5 nm im vorangegangenen Abschnitt hinreichend erklart worden, im-
mer unter dem Hinweis, dass diese Modelle nicht dazu gedacht sind, den dreidimensionalen
Aufbau zu berucksichtigen.

Es liegt daher nahe anzunehmen, dass die hier vorliegenden Uberlagernden Farbungs-
schwankungen mit der raumlichen Organisation der Molekile in Zusammenhang stehen. Der
schachbrettartige Hell-Dunkel-Wechsel der 58 nm-Eigenschaft, der in Abb. 3-28 F explizit
visualisiert ist, schlagt sich in der FFT in der Anwesenheit von Beugungsintensitaten aus-
schlie3lich ungerader Ordnungen dieser Periode aul3erhalb des Meridians nieder. Ein glei-
tend alternierendes Hell-Dunkel-Profil in Verbindung mit dreidimensionaler Konformation
lasst die Moglichkeit einer Windung von Substrukturen - der Ausbildung von gewundenen
Molekil-Bindeln also - attraktiv erscheinen. Da die Auflésung der Struktur geringfligig un-
terhalb von 3 nm anzusiedeln ist, kdbnnen reine coiled coils, sprich Einzelmolekule, hier keine
direkte Rolle spielen; abgesehen davon liegt die zur Diskussion stehende Periode fast um
eine GroRRenordnung aulRerhalb méglicher coiled coil-Parameter. Auf ndchst héherer Organi-
sationsebene steht die Windung von Einzelmolekilen zu einer helikalen Strangstruktur.
SchlieBlich ist in einem weiteren Schritt ein supercoiling von Strangen zu Subfilamenten
moglich. Jedoch gibt der Zylinder keinen Aufschluss Uber seitliche Molekil- oder Substruk-
tur-Abstéande: der Aquator der FFT zeigt zwar in wenigen Fallen Reflexe, diese riihren dann
aber von der lateralen Ausdehnung der fleckenartigen Musterung her. Es steht damit eine
Vielzahl von Mdglichkeiten zur Auswahl, die zur Ausbildung einer solchen Dichtemodulation
fuhren koénnen, von denen beispielhaft zwei in Abb. 4-5 dargestellt sind. Dort lassen sich
einige Farbungseigenschaften von gewundenen Superstrukturen nachvollziehen: Abb. 4-5 A
zeigt, wie das Oberflachenprofil einer zweifach symmetrischen coiled coil-Struktur eine Peri-
ode von der Halfte der Windungslange ausbilden kann. Entsprechend liegt diese GroR3e bei
dreifach symmetrischen Gebilden bei einem Drittel der Supercoil-Windung (Abb. 4-5 C). In
der letzten Darstellung ist zusatzlich implementiert, dass die Handigkeit der Windung auf der

Grundlage eines Hell-Dunkel-Wechsels alleine nicht hergeleitet werden kann.
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Eine Rotation bei der seitlichen Anlagerung wird ebenfalls zu einer Veranderung des Féar-
bungsprofils fuhren. Beispielsweise resultiert in der coiled coil-Formation eine sukzessive
Drehung der nachsten Komponente um 90° in einer Halbierung der urspriinglichen Periode.
Dieser Effekt kann aus der Darstellung in Abb. 4-5 B extrapoliert werden, die im Wesentli-
chen zeigt, wie ein Wechsel der Drehorientierung um 90° (einer ,knobs-into-hole“-Beziehung
an der betreffenden Stelle) in einer Muster-Verschiebung um ¥4 der Periode resultiert. Eine
solche Versetzung in regelmafigen Abstanden fuhrt zur Ausprédgung eines Schachbrett-
Musters (vgl. Abb. 3-28 F).
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Abb. 4-5: 58 nm-periodische Oberflachenreliefs von Subfilament-Anordnungen

Simulation des staining-Verhaltens durch Darstellung der Z-Tiefe: erhabene Strukturen sind hell.
Vertikale Ausdehnung: 348 nm; inset: VergroRerung (58 nm) der zugrunde liegenden Subfila-
mentstrukturen (Strang-Durchmesser = 4nm; Balken = 50 nm)

A: Doppel-coiled coils mit pitch 116 nm; unversetzte Aneinanderlagerung von Subfilamenten aus zwei
Strangen

B: wie A; mittig: Versetzung von ¥ pitch oder Drehung um 90°; Versetzungsebene im inset vergréert

C: Dreifach-coiled coils mit pitch 174 nm; unversetzte Aneinanderlagerung von Subfilamenten aus drei
Strangen
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Wenn eine solche Formation in Bereichen gestoérter Ordnung einen Abweichungsbetrag bei
der Drehung aufweist, so kommt es zu einem Farbungsdrift, d.h. die Dichtemodulation ver-

l&uft nicht mehr senkrecht zur Langsachse der Gesamtstruktur.

SchlieRlich ist vorstellbar, dass hier zwei Komponenten im Sinne einer Moire-Uberlagerung
beteiligt sind: Eine der beiden verursacht eine Streifung in bestimmtem Winkel zur Achse des
Parakristalls, eine darunter liegende verlauft fast exakt in Gegenrichtung. Betrachtet man
Abb. 3-28 A unter diesem Gesichtspunkt, so lassen sich die beiden gegensatzlich orientier-
ten Streifungen leicht ausmachen. Diese Art der Superposition gegenséatzlich orientierter
Muster wirde man zum Beispiel von perfekt helikalen Strukturen geringer Objekttiefe erwar-
ten. Allerdings muss dann die Farbungstechnik in der Lage sein, Informationen von der Vor-
der- und Ruckseite des Objekts abzubilden. Da der nadelfdrmige Kristall sich durch betracht-
liche Tiefe auszeichnet, wie man am Verhalten des Uranylacetats an dessen Randern beur-
teilen kann, ist auszuschlieRen, dass es sich bei der zweiten Komponente um die Ruckseite
des Kristalls handelt. Vielmehr bietet sich eine zweite Lage von Molekilen bzw. Strédngen
unterhalb der Oberflachenschicht an. Dabei kbnnte es sich auch um die Rickseite einer ent-

sprechend diinnen Substruktur handeln.

Die entsprechenden Substrukturen mussten aber nach dieser Interpretation einer Moire-
Uberlagerung im sehr spitzen Winkel von ca. 10° zum Querschnitt des Zylinders verlaufen.
Es ist schwer nachzuvollziehen, wie dann gleichzeitig eine 14,5 nm-Periode in Langsrichtung
koexistieren kann. Die Molekilmodelle setzen einen mindestens tendenziell achsenparalle-
len Verlauf von Einzelmolekilen voraus und kdnnen so die Muster der Kopfchenperiode in
Bereichen flachiger Ordnung hinreichend erklaren (s. Kap. 4.3.2). Ein Moire-Muster kann

daher als unwahrscheinlich angesehen werden.

Das Tubus-artige Erscheinungsbild des Zylinders scheint eine flachige Grundanordnung
a priori auszuschlief3en, so dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit bei der in Abb. 3-28 D
dargestellten Filterung auf die 14,5 nm-Periode um ein Hybridmuster aus unterschiedlichen
Ansichten handeln drfte, das ohne Kenntnis der 3-dimensionalen Struktur nicht eindeutig zu
modellieren ist. Zudem zeigt der Ausschluss der Ordnungen dieser Periode in Abb. 3-28 E,
dass bestimmte Feindetails der Farbung nicht direkt mit der 14,5 nm Wiederholung in Zu-
sammenhang stehen. Eine positive Farbung von Ladungsmustern ist nicht auszuschliel3en.
Wie immer sich dieses Feindetail herleitet, der Anteil des raumlichen Aufbaus scheint evi-
dent.

Zur weiteren Analyse dieser Strukturen bedarf es notwendigerweise Informationen zum drei-
dimensionalen Aufbau, die aus dem vorliegenden Material noch nicht zu erhalten sind. Kipp-
serien eines derartigen Parakristalls konnten solche Informationen liefern. Es ist jedoch of-

fensichtlich, dass ein oder mehrere zusatzliche, geordnete Organisationsebenen die raumli-
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che Orientierung von Einzelmolekilen derart verandern kann, dass einfache Flachenmodelle

nicht mehr alle Farbungseigenschaften hinreichend erklaren kénnen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass in diesem Parakristall erstmals ein direkter Hin-
weis auf Superstrukturen vorliegt. Die Moglichkeiten sind jedoch zu vielfaltig, als dass man
allein auf der Grundlage der in Abb. 3-28 dargestellten Struktur definitive Vorhersagen zu
deren Aufbau treffen kénnte. Der wohl interessanteste Aspekt ist die Tatsache, dass die
58 nm-Periode in enger Verwandtschaft zur Ubergeordneten Periode in Insektenfilamenten
von 116 nm steht. Bei einem zweifach-symmetrischen Aufbau von Super-Strukturen wirde
diese 58 nm-Modulation eine Windungswiederholung von 116 nm nahe legen (Abb. 4-5 A/B).
Damit scheint nicht ausgeschlossen, dass eine Windung von Substrukturen an der Ausbil-

dung dieser spezifischen Wiederholung mit beteiligt ist.

4.3.4 116 nm-Periode

Diese Periode des Insektenfilaments konnte direkt in Parakristallen beobachtet werden. Wie
die im vorangegangenen Kapitel erorterten Gebilde, so werden auch 116 nm-periodische
Parakristalle (Abb. 3-30) ausschlie3lich mit dem Fragment 2-19 (und der Mutante) erhalten.
Sie kommen unter denselben ionischen Bedingungen zustande wie die Zylinder mit einer
Dichtevariation von 58 nm. Auch der in Abb. 3-24 A gezeigte Parakristall mit 14,5 nm-
Charakteristik ist ein Sonderfall innerhalb einer Praparation, die fast ausschlieRlich aus
116 nm-periodischen Strukturen besteht. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass die unter-
schiedlichen Formationen miteinander verwandt sind und mdglicherweise die schon be-
schriebenen Teilaspekte beinhalten, die unter besonderen Umsténden zur Ausbildung des
hier zu diskutierenden komplexen Musters beitragen.

In diesen Strukturen liegt im Unterschied zu den bis hierher vorgestellten ndmlich erstmalig
ein unipolares Muster vor: Die Molekiile sind also innerhalb der 116 nm-Formation wie in
jeder A-Band-Halfte des Filaments mit hoher Sicherheit parallel angeordnet. Zwar sind in
Einzelfallen innerhalb eines Parakristalls (Abb. 3-30 A) Spiegelebenen zu beobachten, doch
besitzt das Muster selber keine derartige Symmetrie (s. Abb. 3-30 B). In den Bereichen der
Spiegelebene kehrt sich die Polaritat der flankierenden Molekilanordnungen durch antiparal-

lele Komponenten um, wie dies im Bereich der bare zone der Filamente der Fall ist.

Allein die oberflachliche Betrachtung der Parakristalle in Abb. 3-30 macht allerdings schon
deutlich, wie komplex die beteiligten Komponenten organisiert sein missen: Perioden sind
mit dem blof3en Auge kaum auszumachen. Erst das Fourier-Transformat gibt einen Einblick
in die RegelmaRigkeit der Struktur. Und hier wird direkt offensichtlich, wie aul3ergewohnlich
diese Anordnung ist: Sie zeigt alle Komponenten des Beugungsbildes nativer Filamente.
Ganz analog zum Transformat eines nativen Filaments (Abb. 1-3 A: Lethocerus-Filament)

sind hier neben meridionalen auch off-meridionale Anteile in Form von Beugungslinien mit
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lokalen Intensitatsmaxima auf korrespondierenden Netzebenen (,layer lines") zu beobach-
ten. Nach vorliegendem Erkenntnisstand ist noch kein Parakristall oder gar Kristall beschrie-
ben, dessen Beugungseigenschaften in dieser Weise mit dem des nativen Filaments ver-
wandt ist. Im Gegensatz zu herkdbmmlichen Superpositionsmustern mit eindimensionalem
Beugungsbild, wie sie oben diskutiert wurden, flie3en in die nicht-meridionalen Beugungsli-
nien Informationen der 3-dimensionalen Struktur mit ein. Mit diesen oder ahnlichen Objekten
erdffnet sich also die einmalige Mdglichkeit, Molekilanordnungen zu studieren, die fur die
Organisation von coiled coils im Filamentschaft von Bedeutung sein sollten.

Dieser hohe Informationsgehalt gerat allerdings insofern zum Nachteil, als in diesem Fall
keine 2-dimensionalen Molekildarstellungen mehr ausreichen, die Beobachtungen zu
modellieren. Auch eine Filterung, die alle nicht meridionalen Anteile mit einschlief3t, ist aus
verschiedenen Grtinden nicht mdglich. Vorerst mag der Hinweis genlgen, dass die Lage der
Maxima entlang der Beugungslinien— nicht jedoch die layer line-Komposition - mit dem be-
trachteten Bildausschnitt variiert, d.h. sie liegen nicht auf einem definierten Gitter und entzie-

hen sich damit der Filterung.

Die Gesamtstruktur zeichnet sich durch ein fir das bloBe Auge unlbersichtliches System
von helleren Knotchen aus, die in ihrer lokalen Kombination die Streifung des Parakristalls
ausmachen. Auch hier wird offensichtlich, dass das Erscheinungsbild dieser Art von Pa-
rakristallen durch deutlich mehr als lediglich die Molekilversetzungen bestimmt wird. Eine
Systematik hinter dem zunachst verworren erscheinenden Muster |&sst sich nur aus der FFT
(Abb. 3-30 D) ableiten. Erst hier wird durch die Anwesenheit von 14,5 nm-Ordnungen auf
dem Meridian deutlich, dass der Képfchenabstand einen besonderen Teil der Anordnung
reprasentiert. Diese meridionalen Anteile sind durch ihre symmetrische Verteilung um den
Meridian von den Ubrigen Ordnungen von 116 nm verschieden. Letztere (i.E. die 3., 5., 11.,
13., 19., 21., 27.) auBern sich als horizontal verlaufende Intensitatsprofile, deren Maxima
alternierend rechts und links des Meridians zu liegen kommen. Diese Aufteilung von Intensi-
taten auf dem Meridian (Ordnungen von 14,5 nm) und dies- und jenseits findet sich in glei-
cher Weise im nativen Filament. Das Auftreten von Intensitatslinien anstelle von Punkten ist
charakteristisch fir helikal geordnete Objekte. Die Grundlagen der Theorie der helikalen
Beugung, d.h. der Beugungseigenschaften kristalliner Anordnungen, deren Einheiten um ein
Zentrum rotierend positioniert sind, gehen zurtick bis 1952 und sind eng mit dem Namen
Crick — bekannter geworden durch Anwendung dieser Prinzipien auf andere Objekte — ver-
bunden (Cochran et al., 1952).

Die beschriebenen, charakteristischen Intensitatsverteilungen wurden in so unterschiedlich
dimensionierten Parakristallen wie jenen in Abb. 3-30 A und B gleichermalRen gefunden.
Auch von Regionen, in denen sich der Parakristall verjingt, werden ahnliche Transformate

erhalten. Die seitliche Ausdehnung - die zylindrische Komponente als zentraler Bestandteil
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einer kristallin-helikalen Ordnung — des Gesamtobjekts hat also keinen Einfluss auf die be-
obachtbaren Ordnungen. Das deutet darauf hin, dass nicht der Parakristall als Ganzes das
zylindrische Objekt darstellt, sondern dass die helikale Ordnung auf einem niedrigeren Level

angesiedelt ist.

Es liegt also die Vermutung nahe, dass es sich um eine Komposition handelt, in der einzelne
helikal geordnete Objekte sich durch seitliche Assoziation zusammenlagern. Naturgemar ist
die laterale Organisation in Parakristallen, noch dazu in so polyformen, sehr selten derart
regelmafig, dass sie sich im Transformat niederschlagt. Die Ansicht in Abb. 3-30 E bildet
vermutlich deshalb einen Sonderfall, da der Parakristall augenscheinlich in der Mitte abge-
flacht ist. Die Ansammlung von Kontrastmittel im zentralen Bereich zeigt neben dieser Pla-
teaubildung auch die betrachtliche Dicke der Struktur durch die Ausdehnung der flankieren-
den schwach gefarbten Zonen. Inwieweit dies Ausdruck einer Tendenz zur Bildung eines
polygonalen Querschnitts (Bennett, 1981) ist, kbnnen nur entsprechende Schnittpraparate
zeigen. Das globale Farbungsverhalten wirde dem eines Hexagons nahe kommen. In ent-
sprechend glinstiger Orientierung und Auflésung ist ein Beugungspunkt in der Flache der
FFT auszumachen, der laterale Ordnung im Abstand von 11,2 nm senkrecht zur Parakristall-

achse anzeigt.

Damit liegt ein Fall vor, der bei der Diskussion der Kristalle eben dieses Fragments 2-19 in
E.coli als nachste Stufe der Organisationsanalyse postuliert worden war: eine Anordnung,
die einen Lateralabstand von 11,2 nm mit einer L&ngsperiode von 14,5 nm oder Vielfachem
verbindet. Dort (Kap. 4.1.1) war dargelegt worden, dass die physiologische Relevanz eines
11,2 nm-Abstandes erst dann angenommen werden kann, wenn dieser gleichzeitig mit dem
prinzipiellen Képfchenabstand vorliegt. Hier koinzidiert er darliber hinaus mit der axialen Pe-
riode des Insektenfilaments und die Beugungscharakteristiken in Langsrichtung sind weitest-

gehend verwandt!

Der seitliche Abstand von 11,2 nm war an entsprechender Stelle schon vorlaufig in Abwand-
lung des coiled coil-Modells nach Longley im Sinne einer engsten Packung von Doppel-
Helices mit 4 nm dicken Unterelementen interpretiert worden. Dort wurden mit Hilfe des kor-
respondierenden Beugungsreflexes Langselemente rekonstruiert, deren interne Auflésung
jedoch relativ schwach war. Der pitch solcher Supercoils konnte aber vor allem deshalb nicht
abgeleitet werden, weil aufgrund des Fehlens einer 14,5 nm verwandten Periode die Orien-
tierung des Schnittes entlang der exakten Langsachse der Unterelemente zweifelhaft war.
Bei den Parakristallen der 2-19-Fragmente ist eine Ausrichtung der Struktur naturgemaf
vorgegeben und eine 11,2 nm-Reflexion tritt in Verbindung mit einer Periode von 116 nm auf.
Eine zufallige Ubereinstimmung ist an sich schon reichlich unwahrscheinlich. Trotzdem wa-

ren aufgrund der schwachen Auspragung des Beugungspunktes Zweifel an dessen Echtheit
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angebracht. Die Beteiligung dieses Abstandes am 116-Gitter kann jedoch auf einfache Art

demonstriert werden:

Dieser Punkt wurde zusammen mit den héheren Ordnungen von 14,5 nm (Abb. 3-30 F) zu
einer 14,5 nm-periodischen Rekonstruktion benutzt, die in erster Linie dazu geeignet ist, die
Validitat dieser schwachen Reflexion zu demonstrieren. Diese Rekonstruktion kann nur ganz
ausgewahlte Anteile der Struktur erfassen, da die meridionalen Intensitaten nur einen Aus-
schnitt der Ordnungen von 116 nm einschlief3en. Die Ubrigen sind in ihnrem Abstand zum Me-
ridian zu wenig definiert, um sie verwerten zu kénnen. Tatséchlich bleibt in der Rekonstrukti-
on vom gesamten Muster lediglich ein durch die Eckpunkte der entsprechenden Einheitszelle
gebildetes Gitter (Abb. 3-30 G). Diese Einheitszelle kann nun graphisch oder rechnerisch in
der Flache infinit wiederholt werden: es stellt sich in der Tat im rechten Winkel zur 11,2 nm-
Kante, also langs zur Parakristall-Achse eine Wiederholung nach 8 * 14,5 = 116 nm ein. Da-
mit ist dieser Beugungspunkt als ein Teil der 116 nm Anordnung identifiziert und es wird of-
fenkundig, dass diese Aspekte, namlich der seitliche Abstand von Langselementen und die
Periode des Insektenfilaments, senkrecht zueinander orientiert sind. Die entsprechende
Strukturkomponente, das Supercoil in der Interpretation nach Longley, miisste damit parallel
zur Achse des Parakristalls orientiert sein. Die Operation zur flaichigen Wiederholung der
kleinen Einheitszelle bringt gleichermalRen einen Ubergeordneten Parameter der lateralen
Ordnung hervor: Das aufgespannte Gitter weist bei einer axialen Lange von 116 nm einen
seitliche Kantenlange von 33,6 nm, also dem Dreifachen des urspriinglich konstruierten Ab-
standes senkrecht zur Parakristall-Achse (d.h. y=90°) auf. Anhand von Abb. 4-1 B kann nun
nachvollzogen werden, dass die dreifache Kantenldnge b der Anordnung nach Longley eine
Anzahl von 6 Dimeren einschlief3t. Mit der Interpretation des Monomers als 4 nm dickes Sub-
filament umfasst die Gibergeordnete, 116 nm-periodische Einheitszelle also 12 Subfilamente,
exakt die Anzahl von Untereinheiten des Insektenfilaments. Diese Beobachtungen rechtferti-
gen die Annahme, dass man uber diese Strukturen Erkenntnisse Uber die 3-dimensionale

Organisation des LMM im Insektenfilament gewinnen kann.

Neben der planaren Komponente, die durch den 11,2 nm-Punkt eine flachige Ordnung von
Unterelementen anzeigt, sind Teile der Beugung eindeutig durch Phanomene helikalen Ver-
haltens gekennzeichnet: die nicht-meridionalen Ordnungen verhalten sich in ihrer Lage rela-
tiv zum Meridian und ihrer layer line-Zusammensetzung wie die durch die Kdpfchenhelices
auf Insektenfilamenten hervorgerufenen Beugungen. Auch dieser Umstand stiitzt die An-
nahme einer Beteiligung gewundener Strukturen. Ein Molekilmodell zum Aufbau dieser Pa-
rakristalle sollte demnach auf der Grundlage einer Anordnung von regelmaflig gewundenen
Subfilamenten mit 4 nm Durchmesser nach Longley abzuleiten sein (vgl. Abb. 4-1 B). Bevor
nun die beiden Beobachtungen in einer gemeinsamen Modellvorstellung kombiniert werden

kénnen, sollen einige theoretische Grundlagen der helikalen Beugung ausgefihrt werden.
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4.3.5 Helikale Beugung

Helices kann man sich als in einen Zylinder gerolltes, planares Gitter vorstellen, wie dies
Abb. 4-6 A/B veranschaulicht. Hier ist eine Helix dargestellt, bei der 8 Elemente gleichmaliig
auf 3 Windungen verteilt sind. Im gewéhlten Beispiel sollen die Elemente einen Abstand a
von 14,5 nm haben, die Sinuswelle sich also nach 8 * 14,5 = 116 nm wiederholen. Dieser
axiale Abstand, in dem sich eine komplette Windung vollzieht (Periode der Sinusfunktion),
wird wiederum als pitch p bezeichnet. Die Darstellung in Abb. 4-6 A demonstriert auch, dass
das Transformat einer helikalen Anordnung komplizierter sein muss, als das eines planaren

Gitters, da verschiedene Ansichten der beugenden Elemente in der Tiefe erfasst werden.

Auf der anderen Seite bietet gerade dieser Umstand einen besonderen Vorteil solcher Gebil-
de: Kennt man die exakte Symmetrie (und damit die unterschiedlichen Orientierungen der
Komponenten), so kann im Idealfall aus einer einzigen Ansicht die Struktur des Einzelele-
ments rekonstruiert werden (Stewart, 1988). Die Tatsache, dass im einfachsten Fall einzelne
planare Wellen hier noch einmal durch den Umlauf um einen Zylinder deformiert werden,
aufert sich im Transformat durch eine Elongation von Beugungsintensitaten — Linien entste-
hen anstelle von Punkten. Eine regelmaRige Unterteilung einer wellenférmigen Struktur
durch gleichartige Untereinheiten veréandert das kreuzférmige Beugungsbild einer ununter-
brochenen Helix (nicht dargestellt) - also einer in Aufsicht sinusférmigen Welle - hin zu dem
einer diskontinuierlichen Helix wie in Abb. 4-6 B. Diese Beugung ist mathematisch eine Kon-
volution (Verschraubung) zweier Typen von Transformaten (Lipson & Lipson, 1969): dem
einer sinusoiden Spirale und dem einer planaren ,sampling“-Funktion. Die Diskontinuitat wird

im gegebenen Fall durch die Einzelmolekiile und deren Uberlappungen verursacht.

Abb. 4-6 A zeigt eine solche diskontinuierliche Helix mit beugenden Elementen in regelmafii-
gen Abstanden a. Die Darstellung als Helix-Netz in 4-6 B beinhaltet ein vereinfachtes Trans-
format der Helix in A (nach Morris et al., 1991), die einige weitere Eigenschaften demon-
striert:

- Alle Netzebenenabstande sind Ordnungen der Helixwiederholung (hier: 116 nm).

- Meridionale Beugungs-Maxima tauchen auf Ordnungen des reziproken Abstands 1/a auf
(a= axialer Elementabstand; hier: 8.0rdnung von 116 nm = 14,5 nm).

- Bei nicht-kontinuierlichen Helices entstehen Intensitdten nur auf bestimmten Ordnungsli-
nien (hier: 3., 5., 8., und 11. Ordnung).

- Die Maxima der nicht-meridionalen Intensitaten verteilen sich bei planarer Ansicht wie im
Helix-Netz oder bei Aufsicht auf die Vorderseite eines Zylinders alternierend um den Meri-
dian. In Fallen, in denen in gleicher Gewichtung auch die Riickseite des Zylinders sichtbar
ist, wirden die Beugungsintensitaten symmetrisch beiderseits des Meridians erscheinen,

da die Riickseite eines Tubus aus der vorgegebenen Perspektive ein Spiegelbild darstellt.
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Abb. 4-6: Diskontinuierliche Helices

A: Diskontinuierliche Helix mit 8 Elementen im Abstand a = 14,5 nm pro 3 Windungen (rechtshandig;
2x116 nm)

B: Flachige Projektion der Helix in A (Grundhelix im linken Kasten gerahmt) mit schematisiertem Beu-
gungsdiagramm im rechten Kasten: meridionale Maxima: Ordnungen des Elementabstands a =
14,5 nm (8. Ordnung); innere Maxima, fur die gilt: n = £N (d.h. g = 1; N = Rotationssymmetrie). Ma-
xima fur verschiedene m-Werte verbunden. Prinzipiell gleiche Verteilung der Maxima ergeben:

C: N=2: zweistrangige Kopfchen-Helix nach Reedy (rechtshandig !) auf Lethocerus-Filamenten
D: N=4: vierstrangige Kopfchen-Helix (Lethocerus) nach Wray

E: N=6: sechsstrangiges Kopfchen-Modell fir Insektenfilamente nach Squire
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In einer beliebigen helikal-kristallinen Anordnung muss sich die Helixwelle im Umfang des
Zylinders in ganzzahliger Rotationsfrequenz N wiederholen (N=1 fir die Helix in Abb. 4-6 A).
Die auftretenden Ordnungen/layer lines (I) einer helikalen Struktur beschreibt die sogenannte
»Selection rule* (Cochran et al., 1952; Klug et al., 1958). Fir eine Basishelix (alle Punkte des

Netzes sind erfasst) mit u Elementen (,units®) pro t Windungen (,turns") gilt:
[=u*m+t*n mit:

m ganzzahlig: positiv, negativ oder 0 und:
n=+qgq*N (ganzzahlig) mit
N = Anzahl paralleler Helices im Umfang des Zylinders (=Rotationssymmetrie) und q = ganzzahlig

In der Praxis sind bei der Betrachtung biologischer Objekte mit einem gewissen Grad an Un-
ordnung neben den meridionalen Intensitéten vor allem die dem Meridian am néchsten lie-
genden Intensitaten (fur diese gilt: g = £1 (damit n = £N)) von Bedeutung, auf die sich auch
die Abb. 4-6 B beschrankt. Die Intensitaten auf den weiter vom Meridian entfernt liegen Ma-

xima fallen meist sehr schwach aus.

Fir diese innersten Maxima der in Abb. 4-6 A dargestellten Helix gilt: |l = 8n £+ 3
also 8 units in 3 turns (N=1 und g=1). Dies ist eben die Beziehung, wie sie sich fiir die Inten-
sitats-Verteilung des Insektenfilaments und der FFT des Parakristalls ergibt: in wechselnder
Lage zum Meridian mit Ordnungen von 14,5 nm (n = 0, also | = 8m) entstehen Intensitéaten
aufder3.(m=0,alsol =+3),5,11. (m =1, also | = 8 + 3), und analog in der Folge der

13.,19. (m =2, also | =16 £ 3), 21. und 27. Ordnung (m = 3, also | = 24 + 3).

In der schematischen Darstellung kann das vorgestellte Beugungsdiagramm noch eine
Familie weiterer Helices zur Grundlage haben: Das Vorhandensein multipler Parallelhelices
(h6here Rotationssymmetrie N) wird sich namlich dann nicht auf die entstehenden
Ordnungslinien auswirken, wenn deren pitch sich analog verhdlt. Die Abbildungen. 4-6 C-E
zeigen zu B alternative Anordnungen, die dieselben layer line-Charakteristiken mitbringen.
Nicht zuféallig handelt es sich hierbei um Darstellungen mdglicher Helices von Képfchen
entlang des Myosinfilaments von Insektenmuskeln nach 1) Reedy, II) Wray und Ill) Squire, in
denen jeweils eine 116 nm Periode dargestellt ist (zum Abgleich mit der schematischen FFT
ist die von Reedy beobachtete Symmetrie spiegelbildlich dargestellt). Im anschlieenden Teil
der Diskussion wird versucht werden, aus der Struktur der Parakristalle, insbesondere der
116 nm-periodischen, ein Modell der backbone-Organisation in Insektenfilamenten herzu-
leiten. Setzt man in Abb. 4-6 A die Wiederholung der einfachen Helix ebenfalls zu 116 nm,
so ergibt sich dort ein pitch von 5 = 38,66 nm, in der zweistrangigen Anordnung nach Reedy
einer von 77,33 nm u.s.w. (s. gestrichelte Helix-Pfade). Dabei bleibt der axiale Abstand

einzelner Helices konstant bei 38,66 nm.
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Anders ausgedrickt: Man findet die 8 units beispielsweise im Wray-Modell in % turns wieder,
was bei N=4 (t*n= %4 * 4 = 3) wiederum zur layer line-Komposition 8m + 3 fihrt. Diese Helix
wird dann ganzzahlig als 32/3-Helix bezeichnet. Fixpunkt aller dieser Anordnungen ist die
Helixwiederholung bei 116 nm, der Gbergeordneten Periode.

Es mag an dieser Stelle verwundern, dass es so unterschiedliche Vorstellungen zur Anord-
nung der Kdpfchen gibt oder zumindest lange Zeit gegeben hat. Tatsachlich gibt es Gesetz-
maRigkeiten fur die Intensitaten im helikalen Beugungsbild, die grundséatzlich die Ableitung
der Strangzahl erlauben: Die Intensitdten entlang einer layer line folgen den sogenannten
Besselfunktionen, Wellenfunktionen mit definierten Intensitditsmaxima im Abstand vom Meri-
dian. Insbesondere die Position der dem Meridian am nachsten liegenden Maxima wird ent-
scheidend durch die Anzahl der Helices bestimmt. Gleichzeitig besteht eine eindeutige Be-

ziehung zum Realabstand des beugenden Details von der Helixachse.

Kennt man den Realradius des Massezentrums des beugenden Elements, so kann man die
Strangzahl einer regelmafigen Helix zweifelsfrei bestimmen. Da dieses Massezentrum je-
doch insbesondere bei der Untersuchung von Gesamtmuskel-Proben schwer zu bestimmen
ist (abhéngig von Orientierung der Kopfchen, Anheftungsgrad), konnten lange Zeit mehrere
Theorien nebeneinander bestehen.

Welche direkten Rickschlisse also lassen diese Grundlagen auf die Struktur des 116 nm-

Parakristalls zu?
1. Die Achse der helikal beugenden Elemente ist parallel zur Langsachse des Pa-
rakristalls orientiert (alternierende Verteilung der off-meridionalen Anteile).
2. Die beugenden Elemente (oder aquivalente Teile davon) liegen auf einem Liniensys-

tem mit der Periode 14,5 nm: Ordnungen auf dem Meridian.
3. Das Verhéltnis p/N = ¢ (Helixabstand) betragt 38,7, da die Ordnungen der inneren

Maxima wie im intakten Muskel der Gleichung | = 8m % 3 folgen.

Nun waren oben die planaren Komponenten der Anordnung schon hervorgehoben worden.
Grundsatzlich konnte also der gesamte Parakristall beugen wie ein regular zwei-
dimensionales Kristallgitter. Das wirft die Frage auf, warum einige Anteile sich abweichend
verhalten. Harburn et al. stellen in ihrem Atlas Optischer Transformate mit Lochmasken unter
anderem auch das Beugungsverhalten diskontinuierlicher Helices nach (s. z.B. Galerie 21 in
(Harburn et al., 1975)). Tatséchlich resultiert eine planare Anordnung von Elementen, die
ihrerseits eine interne helikale Symmetrie aufweisen, im Transformat wieder in einer Fokus-
sierung der Beugungspunkte, der Elongationseffekt verschwindet und alle Ordnungen sind
auch wieder auf dem Meridian vertreten. Wesentliche Aussagen der dort simulierten Effekte

lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a) Wahrend der Abstand der langlichen off-meridionalen Maxima von der Ordinate bei

Beugung einer der Einzelhelix durch den Abstand der Elemente von der Helixachse
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bestimmt wird, werden die Horizontalabstédnde der FFT einer planaren Wiederholung
derselben Helix durch den seitlichen Abstand der einzelnen Helices bestimmt. Die In-
formation Uber die Zusammensetzung und Symmetrie der Einzelhelix liegt dann in
der Intensitat an diesen Punkten; durch diese Rasterung (,sampling®) verschwindet
die Elongation von Intensitdtsmaxima entlang einer Ordnungslinie; diese ist auch auf

dem Meridian vertreten.

b) Die layer-line Komposition und die alternierende Verteilung von Intensitaten beider-
seits des Meridians &ndert sich unabhangig von der Art der Kombination einzelner
diskontinuierlicher Helices nicht, sie wird nur durch die Anordnung der Einzelelemen-
te in der Ursprungsformation bestimmt.

c) Gestorte Ordnung in der Flache durch Versetzungen in vertikaler wie in horizontaler
Richtung n&hert das resultierende Transformat dem der Ursprungs-Helix an; es ent-
stehen Hybrid-Beugungsbilder, in denen die Intensitaten auf einer Ordnungslinie zwi-
schen dem Meridian und dem ersten Maximum der Einzelhelix verschmieren.

Die linienartige Verbreiterung der off-meridionalen Maxima zeigt also, dass Abweichungen
vom reguldr geordneten, planaren Zustand (einfache Seit-an-Seit-Assoziation von helikalen
Mustern, Intensitaten aller Ordnungen auf dem Meridian) vorliegt. Diese Abweichungen
koénnten beispielsweise die unter c) aufgefihrten Effekte darstellen, da es sich nicht um ei-
nen perfekten Kristall handelt. Die Anwesenheit eines Beugungspunktes in der Flache der
FFT, der eine seitliche RegelmaRigkeit im Abstand von 11,2 nm anzeigt, bedeutet dann,

dass das Objekt hauptsachlich in vertikaler Richtung ungeordnet ist.

Punkt b) der oben aufgeflihrten Beobachtungen nach Harburn et al. zeigt schlieZlich, dass
wie auch immer geartete Inhomogenitaten in der seitlichen Assoziation einzelner Helices die
charakteristische, alternierende Verteilung von Intensitaten relativ zum Meridian nicht beein-
flussen. Die entstehenden Ordnungen sind aber sehr schnell dann modifiziert, wenn sich die
Grundsymmetrie des Einzelelements verandert. Dazu vergegenwartige man sich noch ein-
mal die gegenseitige Abhangigkeit von pitch p, Strangzahl N und axialer Wiederholung.

Die Symmetrieverhaltnisse innerhalb der helikalen Grundanordnung stellen die eigentliche
Determinante der layer line-Komposition im Sinne der selection rule dar. Sie bleiben im Pa-
rakristall der Abb. 3-30 trotz offenkundiger Unordnung hauptsachlich in der vertikalen Asso-
ziation von in sich definiert geordneten Grundelementen exakt wie im isolierten Filament er-
halten.

Im vorliegenden Fall kann dies zusammenfassend bedeuten, dass man es hier mit einer
Kombination von Gebilden zu tun hat, die in ahnlicher Organisationsform auch im backbone
der Filamente vorliegen. In diesem Sinne soll im Folgenden ein Molektlmodell erarbeitet und

dessen Ubertragbarkeit auf das Insektenfilament tiberprift werden.
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4.4 Modell zur Molekilanordnung mit einer Periode von 116 nm

Wie kann eine Zusammenlagerung von Staben in Parakristallen sich Uberhaupt in der Beu-
gung ahnlich wie ein Filament verhalten? Die beugenden Strukturen bei der Untersuchung
von intakten Filamenten stellen zum Uberwiegenden Teil die voluminésen Képfchen dar. Im
vorliegenden Fall sind diese gleichsam durch Molekilenden ersetzt. Diese beugen zwar
nicht durch ihre bloRe Anwesenheit allein, aber durch Uberlappungszonen mit ihren Nach-
barn, wodurch lokal erhabene, Kontrastmittel ausschlieRende Areale entstehen. In diesem
Fall wird das Verhalten der C-terminalen zwei Drittel des Myosinmolekiils betrachtet. Wenn
sich der Differenzteil zum vollstdndigen Molekils nicht unsystematisch verhdlt, ist es also
letztlich unerheblich, ob sich der N-Terminus eines gegebenen Molekiils durch die Uberlap-
pung mit einem Nachbarn kenntlich macht oder durch die Anwesenheit einer globularen

Kdpfchen-Domane.

4.4.1 Subfilamente

Die Molekllmodelle in Abschnitt 4.3 zeigen, wie in eindimensionalen Darstellungen die Strei-
fungen von Parakristallen auch speziell fir das Fragments 2-19 erklart werden kdénnen. Die
Interpretation betont dabei, dass die lokale Kombination von Einzelmolekilen besonders
dann nicht zweifelsfrei abgeleitet werden kann, wenn die Superposition viele unterschied-
liche Schichten mit einschlief3t. Diese géngigen Schichtdarstellungen sind also als ein Hilfs-
mittel zu betrachten und missen nicht notwendigerweise als solche vorliegen: Molekiilkom-
binationen, die in diesen Visualisierungen flachig dargestellt werden, konnen lokal begrenzt
auftauchen, dort zum Féarbeverhalten beitragen und einen gleichartigen Beitrag an einer a-
quivalenten, seitlich versetzten Stelle leisten. Das eindimensionale Ergebnis, das bei fehlen-
der Ordnung in der Flache diese Beitrage gleichsam in der 2. Dimension verwischt, bliebe
dasselbe. In dem Mal3e, in dem sich eine Struktur differenziert, zum Beispiel durch Ordnung

in der Flache, kann nun auch das Feindetail auf engstem Raum starker hervortreten.

Fur das Fragment 2-1 waren zwei alternative Schichtmodelle vorgestellt worden, die bei un-
terschiedlicher Primarversetzung zu demselben Uberlagerungsergebnis fuhren (Kap. 4.3.2).
In einem Fall kann man ein Molekdl-Dimer von 43,5 nm versetzten Staben mit Wiederholung
nach 87 nm formulieren, im anderen ein 14,5 nm versetztes Molekilpaar mit Wiederholung
nach 58 nm. Eine Kombination aus drei der ersteren Formationen sind noétig, um ein
14,5 nm-Muster zu erzeugen, zwei der letzteren Muster erzielen das gleiche Ergebnis. Die
Darstellung in Abb. 4-4 B betont unter anderem die 58 nm-Kombinationen von Molekilen
und den Uberlappungsbereich zwischen ihnen, der unter Verwendung von 43,5 nm versetz-
ten Molekilen auf der ersten Ebene nicht entsteht. In einer unipolaren Anordnung des Frag-

ments 2-19, die zudem Anzeichen eine lateralen Differenzierung aufweist, sollten solche
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Uberlappungsbereiche raumlich enger Nachbarn sich durch helle, 4,5 nm breite Knétchen
hervortun. Dies ist in den 116 nm-periodischen Parakristallen der Fall (Abb. 3-30). Das Fein-
detail dieser Knotchen jedoch variiert, die maximale Ausdehnung in Langsrichtung liegt im
Bereich der oben modellierten 4,5 nm. Die periodische Wiederkehr eines gegebenen Feinde-
tails liegt bei 116 nm. Auch dieser Umstand favorisiert die Beteiligung einer Musterverschie-
bung von 58 nm, da dieser Abstand mit 43,5 nm-Versetzungen nicht entsteht. Startpunkt der
Modellbildung stellt damit das in Abb. 4-4 B dargestellte Molekilmodell dar. Dariber hinaus
missen jedoch weitere Strukturkomponenten beteiligt sein, die ein helikal beugendes
Verhalten hervorrufen und eben jene insektenspezifische Beugung erzeugen.

Anzeichen einer seitlichen Regelmafiigkeit im Abstand von 11,2 nm deuten auf eine Ver-
wandtschaft zu kristallinen Zusammenlagerungen in E.coli-Zellen. Auf der Basis der Interpre-
tation des 11,2 nm-Abstandes aus Kap. 4.1.1 konnte also ein Supercoil von Untereinheiten
mit einem Durchmesser von 4 nm von entscheidender Bedeutung fur die 3-dimensionale
Organisation sein. Diese Untereinheiten werden im Folgenden als Strang bezeichnet, das
Supercoil als Subfilament. Wenn diese Deutung zutrifft, dann sollte es méglich sein, Anzei-
chen einer sinusoiden Modifikation entlang der Achse des betrachteten Parakristalls zu fin-

den, die weitere Riickschliisse auf den pitch eines solchen Supercoils zulassen:

Bei genauerer Betrachtung des 116 nm-Musters in Abb. 3-30 C fallt auf, dass sich, geht man
von einem beliebigen Punkt extremer Farbung aus, im Abstand von 58 nm die exakt entge-
gengesetzte Farbung einstellt: Ein solches Verhalten ist konsistent mit einer aufgesetzten,
das Ubrige Muster Uberlagernden Sinusfunktion der Periode 116 nm. Es scheint also der
sehr attraktive Fall denkbar, dass der pitch der Superstruktur mit der Wiederholung von Mo-

lekilen verwandt ist oder gar zusammenfallt.

In der Diskussion des 58 nm-periodischen Tubus war dargelegt worden, wie auch dort eine
vergleichsweise schwache sinusformige Strukturkomponente mit 116 nm-Frequenz existie-
ren kdnnte. Dort war unter anderem ein Doppel-Helix-Modell zur Erklarung herangezogen
worden. Der entscheidende Unterschied zur 58 nm-Eigenschaft der zylinderférmigen Struk-
turen (s. Kap. 4.3.3) liegt darin, dass bei den 116 nm-periodischen Parakristallen Molekil-
Uberlappungen (nicht kontinuierlich) das periodische Muster bilden. Die 58 nm-Periode des
Tubus (Abb. 3-28) stellt ein vergleichsweise schwaches, lUberlagerndes Merkmal dar, wéh-
rend die Molekuliberlappungen dort das 14,5 nm-Muster bilden.

Im Fall des 116 nm-Parakristalls erzeugt die Superstruktur kein eigenes Farbungsmerkmal,
sondern wirkt sekundéar durch die Orientierung von Uberschneidungsbereichen im Raum. Die
Beugung des 116 nm-Parakristalls lasst sich eindeutig indizieren; eine selection rule, die alle
auftretenden Ordnungen auf der Grundlage einer 232 nm Periode ergibt, konnte nicht formu-
liert werden. Kann also ein 116 nm-pitch des Supercoils vorliegen? In dieser diskontinuierli-

chen Helix tragen die einzelnen Molekulversetzungen in unipolarer Gesamtkonfiguration zur
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Gesamterscheinung des Kndtchenmusters bei und definieren so die Beugung. Oben waren
Uberlappungsbereiche im Abstand von 58 nm als zentrale Komponente der Organisation als
wahrscheinlich eingestuft worden. Das Farbeverhalten scheint dem durch die Abwesenheit
einer vergleichbaren Mikrostruktur bei x+58 nm zunéachst zu widersprechen, wenngleich bei
116 nm wieder kongruent. Ein 58 nm versetzter Partner hingegen fihrt dann nicht zu einem
ahnlichen oder gleichen Farbungsverhalten an dieser Stelle, wenn die tbergeordnete Struk-
tur diese Uberlappung bei 58 nm vom Betrachter / der Oberflache des Parakristalls weg
orientiert, wie dies bei einem pitch der Superstruktur von 116 nm der Fall ist; gleichwohl tritt
eine exakte Wiederholung bei 116 nm wieder an die Oberflache. Der Umstand der Far-
bungsumkehr bei 58 nm muss bei einem pitch von 116 nm weiterhin bedeuten, dass die ein-
zelnen diskontinuierlichen Anteile — sprich Molekuluberlappungen — in den beiden Strang-
partnern exakt gegenlaufig organisiert sind. Mit anderen Worten, wahrend im Einzelstrang
eine Wiederholung von Feindetail bei 58 nm schon als wahrscheinlich eingestuft worden ist,
so darf es im Partnerstrang an keiner korrespondierenden Stelle eine Entsprechung geben,
da dies wegen der Zweifach-Symmetrie des Supercoils mindestens punktuell zu ahnlichem
Farbungsverhalten bei x+58 nm fiihren wiirde. Unter diesen Voraussetzungen ist also ein
Supercoil-pitch von 116 nm - auch unter Berilicksichtigung der Farbungsmodulation aus
Kap. 4.3.3 - mdglich und sinnvoll.

Diese Beobachtungen kdnnen unter Einbeziehung der oben beschriebenen helikalen Struk-
tureigenschaften und der Interpretation des 11,2 nm-Beugungspunktes aus Abschnitt 4.1.1
zu einem Modell vereinigt werden, das nicht nur alle bis hierhin ausgefuhrten Beobachtun-
gen auf sich vereinigt, sondern dartber hinaus auch unterschiedlichste Aspekte bis dato
publizierter Befunde zur Kopfchenanordnung und Ruckgratstruktur in Myosinfilamenten
asynchroner Muskeln erklaren kann. Das Modell wird in Anlehnung an die vorangegangenen
Ausfihrungen auf der Grundlage folgender Parameter entwickelt:

A. Die Molekile sind in StrAngen mit einem Durchmesser von ca. 4 nm organisiert.

Ein Strang kann damit durchschnittlich aus mindestens 2 Staben bestehen.

Diese Strange bilden ein zweifach-symmetrisches Supercoil (Subfilament).

Dieses Subfilament liegt parallel zur Hauptachse der Anordnung.

m O O W

58 nm versetzte Uberschneidungsbereiche stellen ein zentrales strukturgebendes

Element der Anordnung dar.

F. Bei achsenparalleler Ausrichtung von Supercoils ist eine Molekilwiederholung bei

116nm zwangslaufig und
ein Supercoil-pitch von 116 nm wahrscheinlich.

H. Die Einzelstrdnge des Supercoils/Subfilaments sind ,auf Liicke* mit Molektlen besetzt.
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I. Das Ergebnis der Zusammenlagerung von Subfilamenten und die daraus resultierende
Symmetrie der Einzelkomponenten muss der selection rule 8m + 3 geniigen.
J. Einzelne Grundeinheiten sollten nicht voneinander verschieden sein.

Der letzte Punkt bedarf einer gesonderten Betrachtung, da er sich nicht direkt aus den Be-
funden herleiten lasst. Er ist eine Fortfiihrung eines zentralen Punktes aller bisher publizier-
ten Vorstellungen zur Zusammenlagerung von Myosinmolekiilen, dem der Aquivalenz von
Einzelkomponenten. Sehr orthodoxe Vorstellungen fiihren dieses Prinzip bis auf die Ebene
des Einzelmolekuils hinab und fordern eine gleiche Umgebung fur alle am Filamentaufbau
beteiligten Molekule. So leitet Squire fur alle Filamente ein ,curved molecular crystal“-Modell
ab (Squire, 1973), in dem alle Stabe exakt gleichen Pfaden (crystal) um den Filamentschaft
folgen. Sie liegen dabei nicht parallel, sondern leicht geneigt (curved) zur Filamentachse.
Verschiedenen Ergebnisse widersprechen diesem Konzept. So ist eine Substrukturierung
des Filamentriickgrades fur Vertebraten- wie Insektenfilamente gezeigt worden. Das bedeu-
tet, die Molekiile kénnen im Filament-backbone keine aquivalenten Positionen einnehmen.
Darlber hinaus kann nach Beinbrech und Schmitz wenig Zweifel daran bestehen, dass die
einzelnen Elemente (Subfilamente) im Insektenfilament achsenparallel verlaufen (Beinbrech
et al., 1990; Schmitz et al., 1993). So ist auch das Wray sche Modell von 12 centrosymmetri-
schen, geneigten Subfilamenten fiir den Insektenmuskel (Wray, 1982) nicht haltbar. Im Lich-
te der zunehmenden Evidenz von definierten Untereinheiten zieht Squire auch Subfilament-
Modelle in Betracht (Chew & Squire, 1995). Trotzdem favorisiert er Modelle mit &quivalenten
Molekilpositionen und schreibt jede Stérung perfekter Ordnung unterschiedlichen Képfchen-
Konformationen oder akzessorischen Proteinen zu (Squire et al., 1998). Jedoch existiert der-
zeit keine Modellvorstellung, die zusétzlich zur Nicht-Aquivalenz von Einzelmolekilen auch
voneinander unterschiedliche Untereinheiten zu Grunde legt. Die in allen Filamentformen
hochgradig symmetrischen Kopfchenverteilungen lassen dies auch kaum zu.

Ware im Muskel durch eine Beteiligung von Hilfsproteinen noch eine unregelmafige Zu-
sammenlagerung von Molekilen zu Superstrukturen denkbar, die erst sekundéar eine gleich-
mafige Matrix von Kdpfchen erzeugen, so ist dies im Falle von in vitro-Ordnungen kaum
noch vorstellbar. Hier liegt es besonders nahe, gleiche Substrukturelemente miteinander zu
kombinieren, da die Zunahme an Freiheitsgraden die Wahrscheinlichkeit der spontanen Ent-
stehung einer regelmafigen Struktur drastisch senkt. Dies gilt sowohl fur die Strédnge eines
Supercoils als auch fir daraus entstehende Subfilamente. Eine maximal plausible Anord-
nung kombiniert gleichartige Strange zu gleichartigen Subfilamenten, die die Gesamtstruktur

aufbauen:

4.4.2 Molekilpositionen im Subfilament

Aus den Parametern A-l leitet sich folgendermafien ein plausibles Subfilament ab:
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Innerhalb eines 4 nm dicken (A) Stranges des zweifach symmetrischen Supercoils (C) erge-
ben sich 4,5 nm breite Uberlappungsbereiche zweier Molekiile im Abstand von 58 nm (E,F).
Der Durchmesser des Stranges erlaubt innerhalb desselben zwei Reihen hintereinanderlie-
gender Molekile (,Adern“), die identisch aufgebaut sein sollten (A,B,l). Vier von acht der
14,5 nm-Ebenen der 116 nm-Periode sind damit besetzt; die Ubrigen werden durch den
Partnerstrang (C) ergénzt, der gleich aufgebaut ist (I) und dessen Molekule ,auf Licke" an-
geordnet sind (H). Weder die Versetzung des zweiten Satzes von Molekilen im Strang ge-
geniuiber den Primarmolekilen noch die dreidimensionale Organisation dieser 4 Molekile
innerhalb des Stranges lassen sich direkt ableiten. Nach McLachlan und Karn sollten speziell
auf dieser ersten Ebene der Interaktion jedoch 14,5 und 43,5 nm-Versetzungen vorherr-
schen. Je nach Primérversetzung im Strang resultiert zwangslaufig eine bestimmte Verset-
zung von Strangen zum Subfilament (H):

Ausgehend vom wahrscheinlicheren Fall einer 14,5 nm-Versetzung von Adern innerhalb ei-
nes Stranges ergibt sich die Strang-Verschiebung zu 29 nm. Letztere, dem McLachlan/Karn-

Schema nach unfavorisierte Primér-Versetzung auf dieser Ebene anzunehmen, steht nicht

im Widerspruch zu deren Theorien, sondern ist im Gegenteil in genau dieser Form Teil ihrer
Uberlegungen: Sie ziehen bei der Bildung von Microfilamenten (Paaren von gewundenen
coiled caoils; hier: Strang), einen Strang-pitch von 58 nm in Erwagung und flihren aus, dass
fur geladene Strange mit versetzen Molekilen eine Ladungs-Paarung im Abstand von der
Hélfte des Strang-pitches, also 29 nm optimal ist (McLachlan & Karn, 1983). Die Alternative
einer nicht bevorzugten Primarinteraktion von 29 nm versetzten Adern wirde die Organisati-

onsebenen umkehren und zu einer 14,5 nm Versetzung zwischen den Strangen fihren.

Zwei Strénge bilden ein 116 nm periodisches (G) Supercoil, auf das sich die Molekiile in ei-
ner der zwei genannten Arten verteilen: Verschiedene Darstellungen von 116 nm langen
Ausschnitten dieser beiden Subfilament-Modelle sind in Abb. 4-7 A und B dargestellt. Dabei
zeigt die erste Teilabbildung jeweils den schematischen Molekulaufbau, der zweite Teil die
3-dimensionale Verteilung der Uberlappungsbereiche im 116 nm-Supercoil von 4nm dicken
Strangen und die letzte Unterabbildung eine flachige Projektion dieser Uberlappungsberei-
che des jeweiligen Subfilament-Modells. Die Abbildung demonstriert, dass in Projektion die
Modelle nicht voneinander zu unterscheiden sind. Da im Weiteren mit Projektionen gearbei-
tet werden wird, kénnen die Schlussfolgerungen in gleicher Weise auf beide Modelle zutref-
fen, jedoch erscheint das Subfilament in B mit obiger Argumentation plausibler. Es ist die
Konvolution der Parallelkomponenten der Molekulanordnung in Abb. 4-4 B, wobei der erste
Strang alle parallelen Molekile der ersten Ebene beinhaltet, der Partner-Strang die der zwei-
ten, um 29 nm versetzten Lage. Der Drehsinn eines solchen Supercoils ist mit den vorlie-
genden Informationen nicht zu eruieren. Letztlich leitet er sich tber die verschiedenen Orga-

nisationsebenen bis hinunter zur o-Helix aus minimalen Anderungen in deren Wasserstoff-



Diskussion 171

briicken ab. Die Handigkeit spielt aber firr die nachfolgenden Uberlegungen keine Rolle und

ist in den Darstellungen willkirlich linksgéngig gewahlt.

a

‘ I‘
b a

a b Proj b ab Proj.

Abb. 4-7: Subfilamente und deren Rotations-Orientierung im Longley-Gitter

A:

Subfilament A (116 nm): 29 nm Versetzung von Adern innerhalb eines Stranges, 14,5 nm Verset-
zung von Strangen a und b zum Subfilament; Doppel-coil-Subfilament (pitch 116 nm) aus diesen
Strangen mit strangbezogener Farbung von Uberlappungszonen; Projektion dieses Subfilaments

. Subfilament B (116 nm): 14,5 nm Versetzung von Adern innerhalb eines Stranges, 29 nm Verset-

zung von Stréangen a und b im Subfilament; Doppel-coil-Subfilament (pitch 116 nm) aus diesen
Strangen mit strangbezogener Farbung von Uberlappungszonen; Projektion dieses Subfilaments

Drei Ebenen einer Longley-Anordnung von Subfilamenten, die die gegenseitige Orientierung der
ortsfesten (achsenparallelen) Subfilamente zueinander demonstrieren: vier ,knobs-into-hole“-
Packungen, zwei ,side-by-side“-Anlagerungen. Positionen relativ zur Anfangsstellung sind ange-
zeigt. Die Seiten des eingezeichneten Sechsecks verbinden die Rotationspunkte der einzelnen
Subfilamente.

Die projizierten Darstellungen in Abb. 4-7 A und B deuten schematisch eine Vierteilung in

Anlehnung an die oben definierten ,Adern“ an. Alle hier herzuleitenden Modellvorstellungen

beschranken sich auf den Strang, also die nachst héhere Organisationsebene, wie er auch in

Filamentquerschnitten visualisiert worden ist (Beinbrech et al., 1988; Beinbrech et al., 1992).
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Wie das Feindetail eines Stranges als eigene Strukturebene (McLachlan & Karn, 1983)
organisiert ist, kann derzeit noch nicht abgeleitet werden. Eine Zweiteilung wirde allerdings
mit Modellen zur Untergliederung von Vertebraten-Subfilamenten kongruieren. Die géngigen
Vorstellungen zur Organisation von LMM-Molekiilen in Vertebraten-Filamenten und entspre-
chenden parakristallinen Anordnungen gehen von zwei um 43 nm versetzten Monomeren als
Aggregationseinheit aus, die sich ebenfalls auf zwei ,Adern“ aufteilen (Pepe, 1967). Von sol-
chen Stréngen mussten sich 3 im Fundamentalabstand von 14,5 nm miteinander kombinie-
ren, um innerhalb eines Subfilamentes alle Level zu besetzen. Die strukturell korrespondie-
rende Beobachtung ist eine dreifach-symmetrische Untergliederung des Subfilamentes in
Vertebraten-Muskeln (Pepe et al., 1986a). Ubertragen auf den vorliegenden Fall wiirde eine
58 nm-periodische Wiederkehr von Dimeren konsequenterweise eine Aufteilung in vier Un-
tereinheiten pro Subfilament bedeuten (zwei der oben sogenannten ,Adern“ in jedem
Strang). Um diese tatsachlich beobachten zu kénnen, muisste allerdings das Praparat die
Auflosung von Einzelmolekilen erlauben. Als Gemeinsamkeit bleibt jedoch festzuhalten,
dass in beiden Subfilament-Modellen eine kontinuierliche Besetzung eines jeden Kdpfchen-

Levels gegeben ist.

4.4.3 Kombination von Subfilamenten

Um das in Abb. 4-7 A/B dargestellte Subfilament zu validieren, muss nun in der folgenden
Stufe eine Kombination gefunden werden, die die helikalen Beugungsphanomene zu erkla-

ren in der Lage ist, letztlich also die selection rule | = 8m + 3n erflllt.

Da aufgrund der immanenten Unordnung des Parakristalls nicht alle Effekte nachgestellt
werden konnen, bietet sich eine idealisierte Betrachtung eines Ausschnittes der optimalen
Anordnung an: Wenn tatsachlich filamentahnliche Einheiten am Aufbau des Parakristalls
beteiligt sind, so lasst sich dies auf der Grundlage des Subfilament-Modells nach Longley
Uberprifen, indem man innerhalb des in Abb. 4-1 B dargestellten Kristalls von Subfilamenten
mit 4 nm-Strangen eine Formation aus 6 Subfilamenten definiert und isoliert betrachtet. In
Abb. 4-7 C sind von einem solchen Filamentkérper innerhalb des Gitters drei verschiedene
Schnittebenen hervorgehoben. Die geometrischen Versetzungen einzelner Subfilamente
gegeneinander sind durch die Beziehungen der dichtesten Packung vorgegeben und in den
Teilabbildungen visualisiert: Bei einem Supercoil-pitch von 116 nm sind "knobs-into-hole"
Packungen gleichbedeutend mit einer 29 nm-Versetzung (¥4 pitch; s.a. Abb. 4-1 A).

Subfilament-Paare, deren coil-Bauche einander zugewandt sind, haben eine geometrische
Versetzung von 0 nm oder 58 nm. Einen Supercoil-pitch von 116 nm vorausgesetzt, sind die
Beziehungen der Subfilamente zueinander klar definiert: Vier der Versetzungen entsprechen
+ 29 nm, zwei davon sind gleichbedeutend mit 0 bzw. + 58 nm. Allerdings gelten diese nu-

merischen Beziehungen zunachst nur fir die Geometrie der Superstruktur. Direkt ist der
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Ruckschluss auf korrespondierende Molekilversetzungen nicht maoglich. Bildlich wird dies
durch die Vorstellung von durch Drehung aneinander vorbeigleitenden Schrauben nachvoll-
ziehbar. Eine Minimalableitung aus der Anordnung, die davon ausgeht, dass gleiche geomet-
rische Beziehungen gleichen Versetzungen entspricht, stellt die Folge a,a,b,a,a,b dar. Ver-
schiedenste weitere Einschrdnkungen lassen nur wenige Kombinationen zu, die alle Beo-

bachtungen auf sich vereinigen:
) Die Schrittweite jeder Versetzung muss ein n-faches von 14,5 nm darstellen.

) Die Summe aller 6 Einzelversetzungen muss 0 (bzw. 116 nm) ergeben (integrale

Strangzahl N einer helikal-kristallinen Anordnung).

) Jede Rotationssymmetrie schrankt Punkt 1) weiter ein. Die Versetzungsfolge
aab,aab legt eine zweifache Rotationssymmetrie nhahe. Diese ist nach allen bislang
vorliegenden Erkenntnissen eine Mindestanforderung an die Symmetrie des Insek-
tenfilaments, was darlber hinaus eine 3- und eine 5fache Symmetrie ausschlielt.
Eine gleichfalls zu fordernde Vierfach-Symmetrie (Morris et al., 1991; Schmitz et al.,
1994b) kann durch die Kombination von 6 Elementen nicht direkt erzeugt werden.
Bei zweifacher Rotationssymmetrie ist die Summe a+a+b =0

Es resultieren genau vier Kombinationen von Subfilament-Versetzungen:
Modell I -14,5 - 14,5 + 29 (-87) nm

Modell 1I: - 29 - 29 + 58 (-58) nm

Modell IlI; - 43,5 - 43,5 + 87 (-29) nm

Modell IV: - 58 - 58 £ 0 (£116) nm

Die Ubrigen sind spiegelbildliche Entsprechungen der aufgelisteten, da z.B. +72,5 nm bei
einer 116 nm Periode mit — 43,5 nm gleichzusetzen ist; das Ergebnis invertiert lediglich die
Handigkeit der Helices, wie auch die Umkehrung der Vorzeichen.

Das Resultat der Kombination von Subfilamenten muss eine helikale Anordnung von Mole-
kulen/Molekulenden sein, die die insektenspezifische selection rule erfiillt. Um das verblif-
fende Ergebnis einzelner Subfilament-Kombinationen richtig einordnen zu kénnen, sei noch
einmal kurz auf die Grundlagen helikaler Symmetrien zuriickverwiesen. Es war in Kap. 4.3.5
dargelegt worden, wie stark die Einschrankungen sind, die in einer Multikomponenten-Anord-
nung Helices einer bestimmten Spezifikation kreieren. Die vorgestellten Versetzungs-
Operationen der Modelle I-1V lassen nicht direkt erkennen, wie tatsachlich Helices mit den zu
fordernden Eigenschaften entstehen kénnen. So ist im Einzelnen nicht unmittelbar abzulei-
ten, wie zum Beispiel bei grundsatzlich 2facher Rotations-Symmetrie ein pitch von 77,3 nm
entstehen kann. Wie eine 4fache Symmetrie mit einem der IFM-spezifischen selection rule
entsprechenden pitch von 154,7 nm durch 6 Versetzungsoperationen entstehen kann, ist
ebenfalls nicht offensichtlich. Trotz dieser scheinbaren Komplikationen sind Kombinationen
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der Subfilamente aus Kap. 4.4.2 mdglich, die die geforderten helikalen Beugungscharakteris-
tiken erfullen (Abb. 4-8):
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Abb. 4-8: Molekiilpositionen im Insektenfilament: Beugungsphanomene
Flachige Darstellung der Molekulpositionen eines Filaments aus 12 Strédngen (4 nm)
A: Ubertragung der Molekiilanordnung nach Wray auf parallele Strange

B: Beugung einer infiniten Wiederholung der Positionen in A; die eingezeichneten Zahlen entsprechen
Ordnungen von 116 nm (vgl. Abb. 4-6; erstes meridionales Maximum bei 14,5 nm, der 8. Ordnung)

C: Beugung einer infiniten Wiederholung der Positionen des Modells | (s. D); die eingezeichneten
Zahlen entsprechen Ordnungen von 116 nm (vgl. Abb. 4-6)

D: Modell I: Versetzungssequenz der Subfilamente (s. Abb. 4-7): - 14,5 nm; - 14,5 nm; + 29 nm
E: Modell lI: Versetzungssequenz der Subfilamente (s. Abb. 4-7): + 29 nm; - 58 nm; + 29 nm

Die in Abb. 4-8 gewahlte Darstellung ist durch die flachige Projektion des dreidimensionalen
Aufbaus ("Helix-Netz") geringfligig verzerrt und kann so die tatséchlichen Verhéltnisse nur
naherungsweise darstellen, erlaubt aber die Uberpriifung wesentlicher helikaler Grundeigen-
schaften durch Beugung des Musters. Letzteres beruht im Wesentlichen auf der Darstellung

der Molekdllberlappungen in der Flache nach Abbildung 4-7 A/B.
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Von den Kombinationen I-1V generieren die ersten beiden tatséachlich eine Musterverteilung,
die den Anforderungen der Insektenfilament-spezifischen selection rule gentigt (Beugung in
Abb. 4-8 C fur Modell 1). Die Beugungen beider Modelle (Abb. 4-8 D und E) sind weitestge-
hend identisch und in den hier zu diskutierenden Aspekten deckungsgleich. Zur besseren
Einordnung der Ergebnisse wurde ein Modell in Anlehnung an Wray herangezogen, das aus
Griunden der Vergleichbarkeit lediglich dadurch modifiziert wurde, dass die beugenden Ein-
heiten auf einem System 4 nm breiter paralleler Subfilamente angeordnet sind. Dies hat nur
eine geringfligige Verzerrung im Vergleich zur komplett regelmafigen Darstellung des Origi-
nals (s. Abb. 4-6 D) zur Folge - der von Wray's Modell abzuleitende Kippungswinkel (tilt) der
Subfilamente zur Achse betragt 1,8°.

Die Modellbeugung nach Wray (modifiziert) zeigt auch in der leicht derangierten Form die
korrekte Verteilung von Intensitaten im Hinblick auf den Meridian. Die Beugung ist in dquato-
rialer Richtung wie in Kap. 4.3.5 theoretisch ausgefiihrt durch den seitlichen Abstand der
modellierten Subfilamente (4 nm) bestimmt, d.h. durch ein Vertikal“sieb“ gerastert (,samp-
ling“). Die Lage der Beugungspunkte entspricht also nicht der Position von Maxima im n/l-
plot aus Abb. 4-6 B. Der innerste horizontale Abstand entspricht 12 nm (3 * 4 nm), da die

Anordnung sich nach 3 Subfilamenten wiederholt.

Modell | und Il kbnnen nicht nur in gleicher Weise die geforderte Intensitatsverteilung gene-
rieren, sondern weisen dariiber hinaus eine Kombination von Eigenschaften auf, die sich mit
weiteren publizierten Befunden am Insektenfilament korrelieren lassen. Der Wechsel der
starken off-meridionalen Beugungsmaxima, die denen im Vergleichsmodell entsprechen, ist
evident, wahrend auf dem Meridian gleichfalls nur Ordnungen von 14,5 nm prasent sind
((n*8)te Ordnungen von 116 nm; s. Abb. 4-6 B).

Im Unterschied zur Beugung der tatsachlichen Struktur (Abb. 3-30 D) ist die erste meridiona-
le Ordnung bei 14,5 nm naturgemal stark betont, da in der Darstellung alle beugenden Ein-
heiten im 14,5 nm-Liniensystem durch ihre Darstellung in der Ebene gleich gewichtet sind.
Dieser Umstand ist eine Folge der flachigen Projektion des Gitters und dessen Untereinhei-
ten. Der Ruckblick auf die 3-dimensionale Darstellung der Subfilament-Modelle in Abb. 4-7
verdeutlicht, dass die Einbeziehung der raumlichen Orientierung einzelner Uberlappungszo-
nen die 14,5 nm-periodischen Eigenschaften sichtbar stort: einzelne Uberlappungszonen
sind vollstandig verdeckt, andere verzerrt. Dass der 14,5 nm-Abstand eine wesentliche
Strukturkomponente auch im Original in Abb. 3-30 darstellt, zeigt die Rekonstruktion eines
14,5 nm-periodischen Punktemusters in Abb. 3-30 G. Im Gegensatz zu eindimensionalen
Projektionsmustern kénnen die Effekte der raumlichen Anordnung einzelner MolekilUberlap-
pungen kaum vollstéandig simuliert werden, da insbesondere die rdumliche Orientierung von
Einzelmolekilen innerhalb eines Stranges nicht abgeleitet werden kann. Weitere Einzelhei-

ten des axialen Musters, die die Beugung auf dem Meridian mit beeinflussen, wie zum Bei-
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spiel ein Positiv-staining von Ladungsmustern, kdnnten ebenfalls nur in Kenntnis der exakten
Molekilpositionen mit beriicksichtigt werden. Jedoch simuliert diese Darstellung einen ande-
ren Teilaspekt nativer Filamente: In letzteren sind die einzelnen Molekulpositionen durch die
Anwesenheit der Képfchen auf der Oberflache des Filaments aquivalent gewichtet. Aus die-
sem Grund ist auch in Beugungen isolierter Filamente die meridionale Ordnung bei 14,5 nm
stark betont (s. Abb. 1-3 A).

Die sich in den Transformaten der Modelle nach Wray und den hier abgeleiteten Modellen
(vgl. Abb. 4-8 B und C) entsprechenden off-meridionalen Intensitaten sind Ausdruck der glei-
chen rechtshandigen, vierstrangigen Helices in beiden Modellen (Betrachtung der Abb. 4-8 A
und D aus spitzem Winkel entlang der Markierungen).

Gleichzeitig entstehen jedoch bei der Beugung der Modelle gegeniberliegende Intensitaten
auf denselben layer lines im halben Abstand vom Meridian (entsprechend 24 nm = 6 Subfi-

lamenten). Grundlage dieses Phanomens ist die Existenz zweier Sétze von Helices, die ge-

genlaufig orientiert sind und die beide die Kriterien fur die spezifische Helix erftillen, indem
die eine 4-strangig rechtshandig mit pitch 154,7 nm, die andere 2-strangig linkshandig mit
pitch 77,3 nm verlauft: Abb. 4-8 C. Diese zwei-strangige Helix von Kdpfchendichten ist von
Reedy in genau dieser linksgangigen Orientierung in Muskelpraparaten gefunden worden
(Reedy, 1967). Auch isolierte Bienen-Filamente zeigen einen derartigen Proteinmasse-
Verlauf (Trombitas & Tigyi-Sebes, 1986). Dies trifft in gleicher Weise auf die Helices in Mo-
dell Il zu, deren Nominal-Versetzungen jedoch dariiber hinaus den geometrischen Verset-
zungen von Doppel-Helices mit 116 nm pitch entsprechen. Aufgrund dieser Eigenschaft ist
bei sonst gleichen Beugungscharakteristiken, die keine Entscheidung zwischen den beiden

vorgestellten Mdéglichkeiten zulassen, das Modell Il zu bevorzugen.

Eine exakte Ubertragung dieser Detailbefunde auf einzelne Aspekte des Beugungsbildes in
Abb. 3-30 ist wegen der schon aufgelisteten Unbestimmtheiten schwierig, jedoch sei im Lich-
te dieser Ergebnisse noch einmal auf die Beugungslinien bei 23,2 /8,9 /5,5 und 4,0 nm (5.,
13., 21. und 29. Ordnung von 116 nm) verwiesen, auf denen sich im jeweils ca. doppelten
Abstand vom Meridian ein schwécheres gegeniberliegendes Maximum zeigt. Dies konnte
selbst in dieser nicht kristallinen Form ein Ausdruck der beiden gegenlaufigen Helix-Sets
sein. Allerdings zeigt sich ein deutlicher Intensitatsunterschied zwischen den Maxima rechts
und links des Meridians im Parakristall-Beugungsbild: das dem Meridian naher liegende Ma-
ximum ist starker ausgepragt. Die Transformation des Modells in Abb. 4-8 C weist diesen
Effekt nicht auf. Es ist aber nicht nur mdglich, sondern wahrscheinlich, dass die dreidimensi-
onale Organisation einschlieRBlich der dargelegten Unordnungs-Phdnomene im Parakristall

die beiden Helix-Sets ganz anders betont als die, wie erwahnt, verzerrte flachige Darstellung.

Diese Projektion macht aber einen anderen Umstand deutlich: Die Herleitung dieser Anord-

nungen hat im Falle des Modells | ein Ergebnis produziert, das im Wesentlichen eine Uber-
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tragung und Erweiterung der ideal-symmetrischen Anordnung nach Wray auf mittlerweile
etablierte parallele Subfilamente darstellt. Alle beugenden Einheiten in Abb. 4-8 A sind in 4-8
D (nicht in exakt gleicher Weise in Abb. 4-8 E) vorhanden; die einzige weitere Modifikation ist
die systematische Erganzung auf 6 Molekile pro Kdpfchen-Level. Die Aufstockung auf eine
hohere Kopfchenzahl ist auch theoretisch eine logische Folge aus der Annahme gleicher
Subfilamente, die bislang Grundlage jedweden Modellbildungsversuches war: Bezogen auf
die unstrittigen 12 Subfilamente bedeuten namlich 4 Molekule pro 14,5 nm-Level eine durch-
schnittliche Molekilzahl von nicht integralen 2,6 pro 116 nm eines jeden Strangs, was bei
einer Molekullwiederholung bei Position 116 nm zwangslaufig ungleiche Strdnge bzw. bei
gleicher Besetzung der Stréange ungleiche Kdpfchenebenen nach sich zieht. Die einzige im
zu diskutierenden Rahmen sinnvolle Anzahl von Molekilen pro Level, die sowohl die

14,5 nm-Ebenen als auch parallele Subfilamente gleichmafig besetzt, ist sechs.

Trotz der Komposition aus 6 Untereinheiten weisen die Modelle also nicht nur die nach
Wray, Morris und Schmitz zu postulierende Vierstrangigkeit auf, sondern auch die von Reedy
und Trombitas beobachtete Zweistrangigkeit in Gegenrichtung. Das Modell einer 6-
stréngigen Helix nach Squire ist insofern eingebunden, als sich 6 Moleklile auf einem Level
wiederfinden, die aber eben nicht aquivalent verteilt sind. Die vorgestellten Anordnungen,
abgeleitet aus den Beobachtungen am 116 nm-periodischen Parakristall, kbnnen also Antei-
le aller publizierten Kopfchenanordnungen von asynchronen Flugmuskeln auf sich vereinigen

(s. folgendes Kapitel).

4.4.4 Einordnung und Implikationen des Modells

Im vorangegangenen Abschnitt war dargelegt worden, dass und wie eine parakristalline An-
ordnung Informationen zum maoglichen Aufbau von Insektenfilamenten liefern kann. Das ab-
geleitete Modell war zunéchst auf der Basis existierender Vorstellungen und Beobachtungen
von Kopfchen-Mustern des nativen Filaments von Lethocerus validiert worden. Im Folgenden
soll es intensiv im Hinblick auf seine Kompatibilitdt zu anderen, dartiber hinaus gehenden

Befunden und Modellvorstellungen tberprift werden.

4.4.4.1 Sarkomer-Ubergreifende Aspekte

Auf der Ebene des Myofilament-Gitters asynchroner Lethocerus-Muskeln war schon ein-
gangs ausgefiihrt worden, wie eine gemeinsame Periode von Aktin-"targets" und Myosin-
kopf-Helices in auRergewdhnlicher Weise dazu geeignet ist, das Wechselspiel zwischen den
Filamentsystemen optimal aufeinander abzustimmen (Abbott & Cage, 1984). Die Vorstel-
lung, dass die Dehnungsaktivierung dieses Muskeltyps auf der Modifizierung der Querbri-
cken-Anheftungsmaoglichkeiten beruht (Pringle, 1978), wurde von Wray (Wray, 1979a) unter
Berucksichtigung seiner Myosin-Gitterpunkte weiterentwickelt: Die Anordnung der Aktin-
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"targets" um ein gegebenes Myosinfilament ist derart, dass sich eine Ubereinstimmung in
pitch (154,7 nm) und Strangzahl mit der von ihm geforderten Vier-Start-Kopfchenhelix ergibt.
Dadurch ist es moglich, in der Art eines Schaltmechanismus” Zustande minimaler und maxi-
maler Uberlappung zu konstruieren. Ein geringer Dehnungsbetrag koénnte also ein
Hineingleiten in die ,on“-Position bedeuten — eine genial einfache und rein geometrische

Erklarung der oszillatorischen Funktionsweise.

Leider ist der ,match” dieser als ,match-mismatch” bezeichneten Hypothese nicht optimal:
zwar sind die vier Helices in Deckung zu bringen, jedoch existiert keine ,rhythmische* Uber-
einstimmung der Anzahl der Helixunits: 6 Aktinfilamente umgeben ein Myosinfilament, wah-
rend die Vierstrang-Helix auf dem dicken Filament 10,6 (nicht 12) Elemente pro Windung
aufweist. Einzelne Querbriicken sind also auch innerhalb deckungsgleicher Gesamtverlaufe

nicht optimal positioniert.

Das Supermuster der Aktin-"targets" beinhaltet ebenfalls eine Zwei-Start-Helix mit halbem
pitch (77,3 nm) in Gegenrichtung. Genau diese Helix wird durch die oben modellierte Anord-
nung zusatzlich abgedeckt, nicht jedoch durch ein homogen vierfach-symmetrisches Muster.
Die beiden Gitter sind also hier deutlich effektiver synchronisiert, eine optimierte Form der
Ordnung, die das ,match-mismatch“-Modell der Dehnungsaktivierung erganzt. Dieses kann
namlich aufgrund der suboptimalen unit-Positionen unter gewissen Voraussetzungen in
Zweifel gezogen werden (Squire, 1992).

Squire versucht hier zu zeigen, dass bezogen auf das Gesamtsarkomer keine erhdhte
Wahrscheinlichkeit der Uberlappungen von Querbriicken-"origins" und Aktin-“targets* unter
Dehnung entsteht. Er leitet aus der Anwesenheit von ovalen Filamentprofilen, die in 3 unter-
schiedlichen Orientierungen im Bereich der M-Linie auftreten (Freundlich & Squire, 1983),
ab, dass es statistisch verteilt nur 3 Rotations-Orientierungen dicker Filamente im Sarkomer
gibt. Unter dieser Annahme konnten sich die entsprechenden Uberschneidungsbetrage von
Querbricken-“origins” und Aktin-“targets* bei symmetrisch vierfacher Képfchen-Helix in der
Summe kompensieren. Studien zur Orientierung der Filamentkdrper in verschiedenen Insek-
tenmuskeln (Beinbrech et al., 1988; Beinbrech et al., 1990; Beinbrech et al., 1992; Schmitz
et al., 1994a) zeigen jedoch, dass die Orientierung der Subfilamente im Filamentriickgrat im
relaxten Zustand keine systematische Verteilung bezuglich der umgebenden Aktin-Matrix
aufweist. Ohnedies wére eine verbesserte Deckung der beiden filamentinharenten Muster,
wie sie im Fall der Modelle | und Il gegeben ist, eine zusatzliche Stiitze fir die ,match-
mismatch“-Hypothese mindestens als Teil der Erklarung fir die Dehnungsaktivierung.

Eine Vorstellung, nach der allein ein Vorbeigleiten, d.h. eine axiale Verschiebung, eine De-
ckung und optimale Bindungsfahigkeit hervorruft, wirde per se keine Unterschiede von Fila-
mentorientierungen zwischen dem erschlafften und dem Rigor-Zustand des Muskels erwar-

ten. Falls dieser Musterabgleich hinreichend ware, bestinde keine Notwendigkeit zur Um-
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orientierung von Rotationspositionen dicker Filamente im Rigor-Zustand. Gerade dieses
Phanomen einer differentiellen Ausrichtung von Filamentschaften im Rigor ist aber bei Mus-
ca beobachtet worden (Beinbrech et al., 1990). Offenbar gibt es Positionen, in denen die
Summe der Interaktionen erhoht ist; auch dieser Umstand zeigt, dass die Querbriicken nicht
sechsfach-symmetrisch angeordnet sein kdnnen, da dies gleiche Anheftungswahrschein-
lichkeit in jeder Position bedeutet. Mindestens bedeutet diese Préferenz in der Orientierung,
dass sich nicht alle Querbrticken im Umkreis um ein dickes Filament in &quivalenten Positio-
nen befinden (Beinbrech et al., 1990).

Eine bevorzugte Rotationsorientierung dicker Filamente in Lethocerus zeigen auch Schmitz
et al. (Schmitz et al., 1994b), sogar in einem Zustand der dem relaxten sehr nahe kommt,
indem aufgrund der Fixierungsprozedur nur sehr wenige Querbriicken gebunden sind. Uber-
raschenderweise befinden sich dabei alle Filamente in Sarkomer-tbergreifender helikaler
Registrierung. Die wenigen angehefteten Querbiicken markieren in deren Rekonstruktionen
die zweistrangige 77,3 nm-Helix. Auch dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass
diese Symmetrie innerhalb des Myosinfilaments eine gewichtigere Rolle spielt als auf der
Grundlage einer einfachen Vierfach-Helix anzunehmen ist. Ungeachtet dessen entstehen
nahezu quadratische Querschnittprofile der Filamente, deren Verlauf eindeutig der rechts-
gangigen Helix mit pitch 154,7 nm folgt. Interessant ist jedoch, dass eine Rekonstruktion der
Filamentoberflache diese nur zweistrangig darstellen kann (Abb. 6 C in Schmitz et al., 1994).
Immerhin treten also Anzeichen beider Helices nebeneinander in ein und demselben Prapa-
rat auf. Aus der Anwesenheit dieser Superordnung missen die Autoren schlieen, dass die
ovalen Ruckgrat-Profile in der M-Linie nichts mit der Orientierung dicker Filamente im Sar-
komer zu tun haben: Strikt vierfache Symmetrie erlaubt nur 90° voneinander abweichende
Orientierungen, wahrend 3 Ausrichtungen elliptischer Filamentumrisse (60° unterschiedlich)
beobachtet wurden — scheinbar unvereinbare Ergebnisse.

Das Puzzle wird nicht gerade erleichtert durch den Umstand, dass von Schmitz et al. (1994)
ein Filamentquerschnitt rekonstruiert wurde, der im auf3eren Profil oval erscheint. Tatséchlich
werden dort Subfilamente sichtbar, die in ihrer Position grob mit den sechs Grundeinheiten
der hier hergeleiteten Modellanordnung tbereinstimmen. Mdéglich wird dies dadurch, dass im
zitierten Fall keine Vorfilterung auf die immer prominente 6fach Symmetrie vorgenommen
wurde. Als Folge kann eine 2fache Symmetrie (Ellipse) hervortreten, obwohl dies nicht not-
wendigerweise resultieren muss; eine gewisse Vorselektion kann jedenfalls nur dann zu die-
sem Ergebnis fihren, wenn eine Polarisation des backbone-Querschnitts tatsachlich vorhan-
den ist. Anzeichen dafir sind auch in anderen Publikationen ohne Schwierigkeiten auszuma-
chen: zweifache Rotationssymmetrien sind in Power-Spektren einzelner und gemittelter Fi-
lamente bei Beinbrech et al. (1988) und Schmitz et al. (1993) vorhanden.
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Wenn aber das Filamentriickgrat polarisiert ist, wie es auch das hier hergeleitete Modell der
Subfilament-Anordnung impliziert, welche bevorzugten Orientierungsintervalle gelten nun —
60° oder 90°7?

Eine mindestens partielle Losung dieses Problems prasentieren die Modelle | und II: Sie er-
maoglichen namlich die Entsendung von je 4 Koépfchen in mehr als 4 rotationsaquivalenten
Positionen und entscharfen damit das Argument nach Schmitz et al. (1993). Da die Halfte
der Molekdle in der hier vorgeschlagenen Anordnung von nicht-aquivalenten Stréngen ver-
doppelt ist, sind mindestens 2 um ca. 30° zueinander gedrehte Orientierungen kaum unter-
scheidbar: durch die alternative Einbeziehung je eines der beiden Molekile in die Briicken-
bildung kénnen auf zwei Arten vier anndhernd symmetrisch verteilte Képfchen vom Fila-
mentképer abgegeben werden. Dies wird dazu fuhren, dass die Drehbetrage, die nétig sind,
um Ruckgratstrukturen zur Deckung zu bringen, keine eindeutige Tendenz aufweisen — nicht

gegen 90°, allerdings auch nicht gegen 60° - so von Schmitz et al. (1993) gefunden.

Sollten die M-Linien Profile in Squire’s Bildern eine bevorzugte Ausrichtung dicker Filamente
anzeigen, so bleibt als mogliche Erklarung fur die Diskrepanzen der unterschiedliche physio-
logische Zustand der Praparate, in Ubereinstimmung mit der oben zitierten gezielteren Aus-
richtung der Filamente im Rigor. Auch und vor allem in diesem Stadium existiert im Lethoce-
rus-Muskel ein Superordnung (Reedy, 1968), die sich aber anscheinend von der weniger
stark gebundener Zustédnde unterscheidet. Allgemein produziert die Anwesenheit von 6
Kopfchen eine Annédherung an den sechsfach-symmetrischen Zustand. Squire muss - unter
der Voraussetzung, dass M-Linien-Profile eine Orientierung der Filamentschéfte anzeigen -
fordern, dass jede Ubergreifende Ordnung im Sarkomer eine sechsfache Kopfchen-
Symmetrie impliziert. Das Modell erweist sich auch hier als ein Hybrid, der scheinbar wider-

sprichliche Befunde zu harmonisieren in der Lage ist.

4.4.4.2 Kopfchen in der 14,5 nm-Ebene

Auch ein weiterer verwirrender Effekt scheint durch die vorgeschlagene Anordnung erklar-
bar. Zwar sind die erwdhnten nahezu quadratischen Profile vollstandig kompatibel mit einer
Vierfach-Helix mit pitch 154,7 nm (Reedy et al., 1993). Wie aber passen die sogenannten
Jflared-X“-Formationen im Rigor-Zustand von Lethocerus-Muskeln (Reedy, 1968; Reedy &
Reedy, 1985) in dieses Bild? Zentraler Bestandteil dieses Strukturmotivs sind Y-formige
Kdpfchen-Projektionen, die — ausgehend von einem gemeinsamen Stamm — alle 14,5 nm
zwei Kopfchendichten zu benachbarten Aktin-Filamenten verteilen. Nicht nur der scheinbar
mindestens ortsnahe Ursprung dieser Molekile ist unter der Annahme einer strikten Vier-
fach-Symmetrie irritierend, auch die Tatsache, dass diese Aktin-Markierung einen linkshan-
digen Drehsinn mit 77,3 nm—pitch aufweist (Reedy, 1967). Die alternierende Molekilver-

dopplung des Modells liefert eine einfache Erklarung, indem diese Doubletten ahnlichen Ur-
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sprungs am Filament einen linkshandigen, zweifach-symmetrischen Verlauf mit einem axia-
len Gang von 77,3 nm beschreiben. Zur Erklarung des recht offensichtlichen Konflikts zwi-
schen einer Vierfach-Symmetrie und einem gemeinsamen Ursprung zweier Querbriicken
modellieren Haselgrove und Reedy (Haselgrove & Reedy, 1984) die Interaktionen von Kopf-
chen und Aktin-“targets® und folgern, dass die Querbriicken durch ihre geometrische
Ausrichtung an den "target"-Zonen den Eindruck erwecken kénnten, sie entstammten einem
gemeinsamen Ursprung. Allemal einfacher erscheint es, wenn sich dort tatsachlich auch ent-

sprechende Molekiile befinden.

Flared X's werden ausschlielich im Rigor gefunden und die Induzierung von Rigor-
verwandten Zustanden durch ATP-Analoga wie AMPPNP ist begleitet von einer deutlichen
Verédnderung des Erscheinungsbildes gebundener Képfchen (Schmitz et al., 1996), die in
Longitudinalschnitten durch tomographische Techniken auch einzeln visualisierbar sind. Da
dieser Strukturwandel nicht von einer ,stiffness“-Anderung (Anderung des Dehnungswider-
standes) begleitet ist (Anzahl der gebundenen Querbricken ndherungsweise konstant),
sprechen die Autoren von einer Umorientierung von Kdpfchenmasse. Auf der Basis des hier
vorgestellten Modells kame auch die Beteiligung anderer Képfchen in Betracht, namlich des
guasi-vierfach-symmetrischen Sets von Molekilen — begleitet von einer differentiellen Aus-

richtung der Myosinfilamente (s.0.).

Im Hinblick auf die Anzahl gebundener Kopfchen ist eine weitere Uberlegung interessant.
Die dem flared-X-Motiv in Querschnitten entsprechende Strukturkomponente in Langs-
schnitten ist das sogenannte ,double-chevron” (Taylor et al., 1984; Taylor et al., 1989; Taylor
et al., 1993), eine in der Aufsicht zweigeteilte Dichte auf jeder Seite eines dicken Filaments,
deren Z-Scheiben zugewandter Teil weniger Aktin-orientierte Masse zu beherbergen scheint.
In einer Lage von Myosin-Aktin-Filamenten ist dieses Motiv, wie erwahnt spiegelbildlich, alle
38,7 nm zu beobachten. Besteht nun die volumindsere M-Linien-orientierte Masse aus einem
Doppelkodpfchen eines Myosinmolekiils und reprasentiert die diinnere Masse einen Einzel-
kopf, dessen Partner nach Schmitz et al. (Schmitz et al., 1996) als zuséatzliche beobachtbare
Dichte am Filamentschaft lokalisiert sein kdnnte, ergibt sich folgende Rechnung: ein ,double-
chevron® repréasentiert vier Molekule, von denen % der Kopfchen-Masse Aktin-gebunden ist.
Wenn alle "target"-Zonen im Umkreis um ein Myosin-Filament besetzt sind (kontinuierliches
Auftreten von ,double-chevrons®) ergeben sich 36 Molekile Myosin pro 116 nm eines Fila-
ments, und damit mehr als eine Vierstrang-Anordnung mit 8 Ebenen beinhaltet. Dabei er-
fasst die Rechnung noch keine unsystematisch verteilten Képfchen, da diese von den Mitte-
lungsmethoden zur Darstellung von flared X’s und ,double-chevrons® nicht rekonstruiert

werden.

In tomographischen Bildern werden tatséchlich auch einige unvollstdndige Chevron-

Formationen gefunden (Schmitz et al., 1996). Eine endglltig schllissige Auszahlung scheint
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schwerlich méglich; die Diskussion um nicht préaservierte Querbriicken ist so alt wie die um
die Kopfchenzahl pro Level (Squire, 1972). So sind die Beobachtungen an L&ngsschnitten
auch nur miihsam konsistent mit biochemischen Ergebnissen zur Anzahl angehefteter Kopf-
chen im Rigor-Zustand, nach denen zwischen 20 und 30 % (Goody et al., 1985; Lovell &
Harrington, 1981; Thomas et al., 1983) ungebunden sind. Lovell et al. (1981) fiihren aus,
dass ihre Zahlen dann mit 6 Molekilen pro 14,5 nm-Ebene kompatibel sind, wenn beide Ar-
me des Y in flared-X-Konfigurationen einem separaten Molekil zuzuschreiben sind. Nach
Reedy (1985) sind die Querbriicken eines Y grol3 genug, um jeweils zwei Koépfchen repra-
sentieren zu kénnen. Modellierungen von S1-Kdépfchenstrukturen nach Rayment et al. (1993)
in rekonstruierten Rigor-Formationen (Winkler et al., 1996) bestatigen diese Vermutung.
Damit waren in Querschnitten die Kopfchen samtlicher Molekile einer putativen N=4 Helix
sichtbar an Aktin gebunden, und die Fraktion ungebundener Kdpfchen wirde somit eine
Kopf/Krone-Zahl von >4 erfordern; wiederum sind hier unregelmaflig angeheftete Dichten
noch nicht beriicksichtigt. Die Elektronenmikroskopie kann also eine Kdpfchenzahl von N=6

nicht kategorisch ausschlief3en.

Die Frage nach der Anzahl N von Kdpfchen pro Krone des Insektenfilaments ist in einer Rei-
he von Untersuchungen angegangen worden und historisch betrachtet entwickelte sich spe-
ziell im Falle von Lethocerus ein Trend von der Zahl 6 bis hin zu 4. Frihe biochemische Er-
gebnisse (Chaplain & Tregear, 1966) hatten eine Anzahl von 6 Myosinmolekulen / 14,5 nm
ergeben, bei einer statistischen Wahrscheinlichkeit von <1 % fir 2 oder 4. Unter anderem auf
dieser Grundlage und gestiitzt durch eigene Untersuchungen (Tregear & Squire, 1973) ge-
lingt es Squire, das Zustandekommen von flared-X's auf der Basis einer sechsstrangigen
Helix zu modellieren (Squire, 1972). Dieser Wert wird von Reedy und Mitarbeitern 1973 unter
Verwendung quantitativ-mikroskopischer Techniken bei Myofibrillen verschiedener Insekten

— Lethocerus eingeschlossen — recht exakt bestatigt (Reedy et al., 1973).

Geluntersuchungen deuteten zeitnah auf 5 Myosine pro Krone (Bullard et al., 1973). Wray
wiederum konnte durch vergleichende Beugungsstudien an verschiedenen Invertebraten-
Muskeln sehr stimmig eine 4-Strangigkeit fir den asynchronen Muskel herleiten (Wray,
1979b). Dies gelingt ihm durch vergleichende Indizierung von Rdntgenbeugungsmustern
(helikale Beugung) und der gleichzeitigen Beobachtung von 4 nm dicken Ruckgratstrukturen.
Kombiniert mit der Berechnung, dass eine sechsfach-symmetrische Anordnung die Kopf-
chendichten auf3erhalb des Aktin-Gehduses platzieren wirde (Wray, 1982), sind dies
Uberzeugende und seither unangefochtene Argumente gegen eine Sechs-Strangigkeit und —
geht man von homogener Rotationssymmetrie aus — damit auch gegen N=6.

In der Folge wurden mit anderen Methoden (Elektronen-Streuung im STEM) Myosin/Krone-
Werte zwischen 4,1 (Musca) und 4,4 (Lethocerus) an isolierten Filamenten bestimmt (Reedy

et al., 1981). Dem Einwand praparativer Degeneration beispielsweise durch die dort verwen-
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dete Protease (CAF) wurde durch einen Vergleich mit Kaninchen-Filamenten vorgebeugt.
Das Vorgehen setzt allerdings vergleichbare Feinstruktur insbesondere der besonders expo-
nierten Képfchen voraus. Levine (Levine, 1997) kann im direkten Vergleich zeigen, dass ge-
rade diese beiden Filamenttypen im isolierten Zustand eine substantiell unterschiedliche
Kopfchenassoziation aufweisen, wobei das Lethocerus-Filament sich in dieser Hinsicht auch
im Vergleich zu anderen Nicht-Vertebraten-Filamenten (Levine et al., 1984) distinkt verhalt.
Schwache Myosin-Reflexionen in den Beugungen asynchroner Muskeln waren als Zeichen
von Querbriicken-Unordnung interpretiert worden (Miller & Tregear, 1972). 6 oder 4 - die
offensichtliche Differenz bei ein und demselben Objekt wurde mit zusatzlicher, nicht filamen-
tarer Proteinmasse erklart (Reedy & Lucaveche, 1984).

Die Ergebnisse sind leider auch an anderer Stelle nicht endgltig erhellend. Densitometri-
sche Messungen in SDS-Gelen ergeben fur die Flugmuskeln von Phormia und Musca N-
Werte von 5,9 bzw. 6,0 (Beinbrech et al., 1985). Dieser Wert reduziert sich im Fall von
Phormia nach Beinbrech (1985) dann auf 4,5, wenn man Arthrin (Bullard et al., 1985), ein
Ubiquitin-markiertes Aktin (Ball et al., 1987) als systematischen, integralen Bestandteil von
Aktinfilamenten in die Kalkulationen einbezieht. Eigene vorlaufige Untersuchungen (nicht
dargestellt) zu diesem Problem ergaben Hinweise darauf, dass das Arthrin/Aktin-Verhaltnis
in verschiedenen Fliegenmuskeln (Sarcophaga, Musca, Phormia, Drosophila) nicht identisch
ist. Ahnliche Untersuchungen an Bienenmuskeln ergeben jedoch auch ohne Beriicksichti-
gung zusatzlicher Aktin-Filament-Komponenten 3,82 Myosinmolekile pro 14,5 nm (Hinkel-
Aust et al., 1990). Bienen konnten auch in anderer Hinsicht einen Sonderfall darstellen. Es
scheint nicht sicher, ob die Aktin-Filamente in allen Bindungszustanden unveranderte Rotati-
onsausrichtung besitzen: Helikaler "target"-Zonen-Anordnung im Rigor (Trombitas et al.,
1988a; Trombitas et al., 1988b) und schwach gebundenen Zustand (Reedy et al., 1993) ste-
hen auf der Grundlage der Z-Scheibenstruktur (Deatherage et al., 1989) Anzeichen dafur
entgegen, dass diese im erschlafften Zustand ringférmige Muster bilden (Squire, 1992).
Ungeachtet dieses ungeltsten Problems sollten gerade die letzteren Beobachtungen Anlass
sein, eine Allgemeingultigkeit des vorgestellten Modells speziell im Hinblick auf die Schlis-
selzahl N der Molekilzahl pro Képfchenebene flr asynchrone Filamente zu tUberdenken: Die
Widerspriichlichkeit in der Literatur lasst letztlich keine eindeutige Tendenz erkennen. Einer-
seits konnte dargelegt werden, dass die auf der Grundlage der vorgestellten Untersuchun-
gen an Parakristallen hergeleitete Anzahl und Anordnung von 6 Myosinmolekilen pro Level
eine sinnvolle GroRRe darstellt, die mit vielen Beobachtungen — biochemischen wie strukturel-
len - in Einklang steht. Der entscheidende neue Aspekt des Filamentmodells (I oder Il) ist die
Vereinbarkeit von sechs Molekilen und 4-Strangigkeit. Andererseits konnten die Apis bzw.
Phormia-Ergebnisse derselben Methode im selben Arbeitskreis ein Indiz dafir sein, dass
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eine Abwandlung, mdglicherweise im Zusammenhang mit einer Spezialisierung, in Betracht

gezogen werden muss.

Das vorgestellte Muster kénnte quasi eine Maximalanordnung darstellen, die innerhalb der
Gruppe asynchroner Insekten-Muskeln gewebe- oder artspezifisch durch Beteiligung anderer
coiled coil-Proteine modifiziert wird; diese kdnnten einzelne LMM-Segmente im nativen Fila-
ment ersetzen. In diesem Fall missten nicht notwendigerweise 6 Myosinmolekiile respektive
Querbriicken pro Krone resultieren. Zu denken ist dabei in erster Linie an Paramyosin und im
Speziellen an Miniparamyosin (Becker et al., 1992), das sich mit seinem Molekulargewicht
von 55 kDa hervorragend dazu eignen wirde, ein Molekil der beschriebenen Formation zu
ersetzen. Als gemeinsames Produkt eines Gens (Maroto et al., 1995) haben beide Proteine
im Fall von Drosophila hohe Sequenzhomologie zum LMM (Vinos et al., 1992). Insbesondere
die fur das Interaktionsverhalten des Myosins essentielle ,Assembly Competent Domain*
(Sohn et al., 1997) findet sich in &hnlicher Weise in der Paramyosin-Sequenz (Cohen & Par-
ry, 1998). In Drosophila ist die kleinere Paramyosin-Variante in Myosinfilamenten des IFM
jedoch nur lokal begrenzt nachweisbar (Maroto et al., 1996). Eine mdgliche Funktion von
Paramyosin/Miniparamyosin fiir die Filament-Modelle wird unten noch naher beleuchtet. Seit
kurzem ertffnen sich aber noch weitere Kandidaten: Ein sogenanntes ,Myosin Rod Protein®,
ebenfalls ein Produkt des einzigen Muskel-MHC-Gens von Drosophila, wird von einem inter-
nen Promotor abgelesen, ihm fehlt die Motor-Doméane und es wird in teilweise groRen Men-
gen in direkten Flugmuskeln exprimiert (Standiford et al., 1997). Diese und &hnliche Proteine
kénnten muskelspezifisch einzelne LMM-Molekiile in der vorgeschlagenen Anordnung erset-

zen und damit die Képfchen-Zahl N reduzieren.

4.4.4.3 Kopfchenmuster

Im Hinblick auf Anzahl und Anordnung von Querbriicken wurde ein Rei3brettexperiment zur
weiteren Evaluierung des Filamentmodells vorgenommen: In Lethocerus bilden die Myosin-
kopfchen isolierter Filamente ausgepragte Kronen, die nicht wie in anderen Organismen
Uberwiegend helikale Dichteformationen (s. Abb. 1-3 D), sondern sockelartige Kranze im
Abstand von 14,5 nm bilden. Eine systematische Assoziation der Kopfchen untereinander
fuhrt dazu, dass diese Kranze wiederkehrende Profile mit einer Periode von 116 nm ausbil-
den. Diese acht Motive, gebildet aus jeweils samtlichen Képfchen eines Levels, konnten
Morris und Mitarbeiter aus optischen Beugungen filtern (Morris et al., 1991): Abb. 4-9 A . Sie
sind allesamt spiegelsymmetrisch, was in erster Linie zeigt, dass mindestens eine zweifache
Rotationssymmetrie vorliegt. In Ubereinstimmung mit diesem elektronenmikroskopischen
Erscheinungsbild konnte Levine (Levine, 1997) zeigen, dass die Kopfchen innerhalb einer
Krone quervernetzbar sind, indem die beiden Doménen eines Molekiils seitlich entgegenge-
setzt mit einem Einzelkdpfchen des Nachbarmolekils zusammentreffen. Dabei formen sie

eine Art Hantel mit geringfligiger Neigung relativ zum Filamentquerschnitt. In Anlehnung an



Diskussion 185

Abb. 4-8 wurden derartige Hanteln auf die Gitterpunkte einer symmetrisch vierstrangigen
Anordnung (Abb. 4-8 A) und die der Modelle | und Il (Abb. 4-8 D und E) modelliert. Der Um-
riss der Hantel, speziell die seitliche Ausdehnung wurde mit ca. 13 nm so gewahlt, dass eine
Art Halbprofilansicht eines 20 nm langen Kopfes (Ader, 1990) entsteht. Die Gitterpunkte
wurden auf einen Radius von 16 nm vom Filamentzentrum extrapoliert. Ahnliche Modellie-
rungen wurden von Morris et al. (1991) mit einem Massezentrum von ca. 13 nm vom Fila-
mentkern durchgefuhrt. Die Autoren zitieren dort eigene Intensitats-Analysen an anderweitig
veroffentlichten Réntgenbeugungen von Lethocerus-Muskeln (Menetret et al., 1990; Miller &
Tregear, 1972; Reedy et al.,, 1983), nach denen sich unter der Annahme einer Vierfach-
Symmetrie die Massezentren der Myosinkdpfchen zwischen 11 und 20 nm vom Mittelpunkt

befinden.

Die Modellierung beinhaltet keine Tiefe, sondern ist lediglich eine flachige Projektion und
Uberlagerung von Vorder- und Riickseite der Modell-Filamente. Die Modelle sind insofern
aufeinander abgestimmt, als die Vier-Start-Helices, die ja in allen vorhanden sind, zur De-
ckung gebracht wurden. Die gewahlte Darstellung kann nur eine sehr grobe Néherung sein
und erhebt keinen Anspruch auf eine naturgetreue Wiedergabe. Zu diesem Zweck missten
umfangreiche 3-dimensionale Modellierungen von S1-Strukturen (Rayment et al., 1993) er-
folgen. Die Ergebnisse in Abb. 4-9 zeigen aber, dass derartige Anstrengungen durchaus
vielversprechend sein kénnen:

Alle Modelle ergeben 8 spiegelbildliche Motive und einzelne Profile sind durchaus als nahe
verwandt zu den nativen einzustufen: auf- bzw. abwarts geneigte Flanken von eher langli-
chen Mustern und gedrungenere bis deutlich Hantel (,dumbell“)-artige Formationen entste-
hen. Eine weitere Gemeinsamkeit besteht darin, dass sich jeweils zwei 58 nm voneinander
entfernte Level in gedanklicher Superposition zu einer nahezu uniformen Dichte addieren.
Das heil3t, hier ergdnzen sich systematisch kompakte und gestreckte Strukturen. Eine be-
sonders ausgepragte Entsprechung im Lethocerus-Filament stellt die Kombination ,dumbell-

flying saucer” dar.

Die Modell-Muster (Abb. 4-9 C und D) sind in einigen Punkten einander éhnlich und entspre-
chen z.B. in der Abwartsorientierung der Flanken der ,seagull“- und der Aufwartsorientierung
der ,stuka“-Formationen den gefilterten Lethocerus-Profilen. Einzelne Muster weichen jedoch
modellspezifisch in Einzelheiten voneinander und dem nativen Vorbild ab. Die Modelle | und
Il kénnen die quer zur Filamentachse verlaufende Symmetrie der Muster ,dumbell” und ,fly-
ing saucer" besser als die Wray-Anordnung darstellen. Insbesondere Modell | (Abb. 4-9 C)
kann durch die auch in der Original-Rekonstruktion zu erkennende groRe Ahnlichkeit der

~rowlock“-Muster und der Formationen ,stuka B“ und ,mexican hat* tberzeugen:
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Abb. 4-9: Képfchen-Muster nativer Filamente und verschiedener Filament-Modelle

Anordnung (flachige Projektion) von seitlich gespreizten Képfchen-Paaren nach Levine (1997) auf
Molekdlpositionen verschiedener Modelle. Darstellung von 9 Kdpfchen-Levels; die Positionen wur-
den auf einen Radius von 16 nm vom Filamentkern extrapoliert (s. Text); Vergleich mit Képfchen-
dichte-Rekonstruktion aus Morris et al. (1991)

: Kdpfchendichte-Rekonstruktion aus Morris et al. (1991) und deren Benennung der Levels
: Positionen des 4fach-symmetrischen Modells nach Wray

: Positionen des Modells | (vgl. Abb. 4-8 D)

: Positionen des Modells Il (vgl. Abb. 4-8 E)

OO0 w >

Die Modelle | und Il erweisen sich also in punkto Anzahl und Anordnung der Molekulpositio-
nen als mindestens ebenso gut geeignet, die Képfchenmuster auf nativen Lethocerus-
Filamenten zu generieren, wie das Modell nach Wray.

4.4.4.4 Backbone-Struktur

Die Frage nach der Anzahl von Molekilen in der Anordnung fuhrt im né&chsten Schritt ins
Feindetail des vorgeschlagenen Supercoils. Nach Wray’s Beobachtungen von 4 nm aquato-
rialen Reflexionen in Beugungsbildern verschiedenster Invertebraten (Wray, 1979b) und der
Zuordnung zu den Schéften dicker Filamente sollte ein Modell zu deren Aufbau diese Struk-
turinformation erklaren kénnen. Die Anwesenheit eines korrespondierenden Feindetails min-
destens in einigen beschriebenen Objekten konnte auf der Basis von Einzelreflexen postu-
liert werden (vgl. Kap. 4.1.1 und 4.3.4). In einer Darstellung des Rickgrates eines Einzelfila-
ments der vorgeschlagenen Anordnung sollte ersichtlich sein, wie ein dquatorialer Abstand
von 4 nm entstehen kann. Der Vergleich von Abb. 4-10 A und C zeigt, dass auch bei nur
tendenziell achsenparallelem Verlauf von Subfilamenten im hier hergeleiteten Subfilament-
Modell dieser Abstand eine deutliche Modulation des Filamentrickgrates bewirkt:
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Abb. 4-10: Backbone-Modelle; 3-D-Darstellung von 116 nm-Abschnitten
A: Backbone-Modell nach Wray; Kippung der Subfilamente: 1,8°
B: Achsenparallele Subfilament-Paare nach Beinbrech

C: In der vorliegenden Arbeit abgeleitetes Subfilament-Modell mit gewundene Strang-Paaren in engs-
ter Packung nach Longley

Tatséchlich kann von einer entsprechenden Beugung auch in der kristallinen Form, bedingt
durch die Windung, keine scharfe Fokussierung erwartet werden; Wray charakterisiert die
entsprechenden Reflexionen als diffus. Theoretisch-mathematisch beschreibt Crick das Auf-
treten einer relativ intensiven, aber breiten dquatornahen Intensitat eines coiled coils aus
originaren o-Helices bei 1 nm (Crick, 1953a), also dem Durchmesser eines Partners — im
vorliegenden Fall wirde das 4 nm entsprechen. Gewundene, 4 nm dicke Strange innerhalb
eines Subfilaments sind dementsprechend durchaus vereinbar mit Wray’s Beobachtungen,
wenn nicht sogar eine passable Erklarung. Im Grunde genommen wird dabei der Gedanke
Wray's eines zusétzlichen Supercoiling von Strangen um die Filamenthdille lediglich Gbertra-
gen auf das Supercoiling der gleichen Strukturen zum Subfilament. Das Konzept geneigter
Subfilamente konnte, wie mehrfach ausgefihrt, fir den IFM nicht bestatigt werden. Statt
dessen finden sich achsenparallel Subfilamentpaare (Abb. 4-10 B).

Bleibt zu klaren, ob und ggf. wie das Modell (Abb. 4-10 C) das Erscheinungsbild gemittelter
Subfilamente (Abb. 4-10 B) des IFM impliziert. Gemeinsam ist den Darstellungen nicht nur
die Bindelung von Stréangen zu paarigen Subfilamenten, sondern insbesondere deren ach-

senparallele Ausrichtung. Im Gegensatz zu den Mittelungen sind die 12 Strdnge des hier
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entwickelten Modells jedoch nicht konzentrisch um den Filamentmittelpunkt angeordnet. Eine
solche Formation mit unterschiedlichen Orientierungen von Querschnittsachsen eines Paa-
res kann aber von rotationssymmetrischen Filterungen nicht erfasst werden: einzelne Ele-
mente werden unausweichlich im Umfang eines Kreises positioniert. In den Rekonstruktio-
nen speziell der hohlen Filamente von Musca und Phormia (Beinbrech et al., 1988) weisen
alle Paare einen Abstand von 6,8 nm zueinander auf, exakt der Abstand, den vier von sechs
Paaren in der Longley-Anordnung auch zeigen.

Zwei Intersubfilament-Abstande im vorgestellten Modell unterscheiden sich jedoch mit 8 nm
hiervon. Sie geben dem Querschnitt eine leichte Polarisierung, die je nach Schnittebene
mehr oder weniger deutlich ist (s. Abb. 4-7 C) und in der Uberlagerung ein relativ schwaches
Strukturmerkmal darstellt. Jede Filterung, die eine 2fach-Symmetrie nicht einschlief3t, kann
diesen Effekt nicht darstellen. Filterungen auf die 6fach-Symmetrie ordnen 6 Elemente
gleichméRig um den Filamentmittelpunkt, und der zwangslaufig uniforme Abstand sollte in
Richtung der Grol3e mit hochster Frequenz tendieren. Eine zusétzliche Spiegelebene zu be-
riicksichtigen hief3e jedoch, die Ausrichtung des Ovals im Sarkomer zu kennen, um die kor-
rekte Deckung der benutzten Einzelfilamente zu erzeugen. Da die Drehorientierung dicker
Filamente mindestens im erschlafften Zustand weitestgehend unsystematisch scheint, ist
dies in solchen Praparaten kaum mdglich. Selbst unter der Voraussetzung, dass im Rigor
drei verschiedene Rotationspositionen existieren, macht deren unregelmafige Verteilung im
Sarkomer die Mdglichkeit einer zweifelsfreien Bestimmung dieser Symmetrieachse zunichte.
Lediglich optische Vorklassifizierung ist denkbar, kdnnte sich jedoch aufgrund der schwa-
chen Elliptizitat (s. Abb. 4-7 C) als schwierig erweisen. Trotz dieser Komplikationen existiert
bereits, wie oben schon erwédhnt, eine Rekonstruktion ohne Filterung auf die 6fach-
Symmetrie, die nicht rotationséquivalente Positionen von 6 Subfilamenten wie im hier abge-
leiteten Modell darstellt (Schmitz et al., 1994b).

Dass die Zweiteilung der darstellbaren Proteindichten eines Paares (Abb. 4-10 B) trotz Rota-
tion der Partner umeinander erhalten bleiben kann, ist vermutlich auf die Farbungstiefe zu-
rickzufiihren. Exakt eine komplette Windung eines Supercoils misste durchgefarbt sein, um
die Mittelung eines Paares des Rickgrat-Modells in Abb. 4-10 C rund erscheinen zu lassen.
Jede Abweichung der Farbungstiefe und/oder der Schnittdicke von diesem Betrag flihrt in
der Uberlagerung zu einer Polarisierung des Querschnitts durch ein Subfilament. Das Modell
ist also nicht nur mit den Beobachtungen von Wray konsistent sondern, auch mit den Dar-
stellungen von Proteindichten im Querschnitt von dicken Filamenten des IFM.

Von den Vorstellungen Squires schlie3lich bleiben im Modell nicht nur die 6 Molekile pro
Kdpfchenkrone erhalten. Vielmehr ist noch ein weiterer wichtiger Aspekt seiner bevorzugten
Zusammenlagerung von Myosinmolekilen im ,curved-crystalline-layer“-Modell implementiert:

die Mdglichkeit eines systematischen Verlaufs der Stabe von der Innenseite der Filament-
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wand in Richtung Oberflache des Filamentkorpers. Squire betont, dass jedes Modell, das
eine solche Mdaglichkeit nicht bietet, enorme Schwierigkeiten hat, Molekilstdben aus dem
Inneren des Filaments die Mdglichkeit zu geben, ihre Kopfchen an der Oberflache zu prasen-
tieren (Squire, 1973).

Auch ohne die exakte Position und Orientierung von Einzelmolekilen innerhalb der 4 nm-
Struktur herleiten zu kénnen oder zu wollen, stellen sich grundsatzliche Fragen zur Vertei-
lung der Proteindichten im nativen Filament, wenn das Modell korrekt ist. Dazu sei noch
einmal ins Bewusstsein gerufen, dass die Ableitungen aus Objekten des Fragments 2-19
gemacht wurden, das mit 62,5 nm modelliert worden war. Es war fur dieses Fragment eine
essentiell zwei-adrige Anordnung vorgeschlagen worden, in der sich Uberlappungsbereiche
im Abstand von 58 nm wiederholen (Kap. 4.4.1). Schon hier ergeben sich Bereiche von
4,5 nm, die nicht mehr in einen strikt zweigeteilten Verlauf integrierbar sind. Allgemein wird
nun davon ausgegangen, dass das gesamte LMM, von dem dieses Fragment nur ca. % re-

préasentiert, im Filamentschaft integriert ist. Wo verbliebe also das restliche Drittel?

Eigene geometrische Modellierungen ergaben, dass ein Tubus von 4 nm Durchmesser in der
Tat 3 coiled coils beherbergen kann, wenn sie entsprechend zueinander orientiert sind. Auch
Wray geht davon aus, dass entsprechender Raum zur Verfigung steht (Wray, 1979b).
Grundsatzlich kénnten sich also alle LMM-Anteile innerhalb der vorgeschlagenen Substruk-
turen aufhalten. Der gesamte Schaft eines in Longley-Konfiguration aufgebauten Filaments
(Abb. 4-10 C) hat einen mittleren AuRendurchmesser (d) von 17,8 nm: er ergibt sich aus der
Abstands-Summe der Mittelpunkte von Strang-Paaren (4 * 6,83 nm + 2 * 8 nm = & * d) zu-
zuglich zwei halber Element-Durchmesser (2 * 2 nm) und liegt damit noch deutlich unterhalb
dem anderer Modelle (Wray: 19,3 nm; Squire: > 19nm (Squire, 1973)). Reedy gibt den in
Querschnitten zu messenden Durchmesser mit einer Spanne (1) von 15-20 nm mit peak bei
17 nm an (Reedy, 1968). Der mittlere Radius der 4 nm dicken Proteinhille des Modells liegt
mit 13,8 nm ausreichend weit innerhalb der mit 16 nm methodisch gesetzten Grenzen der
Querschnitts-Filterungen von Beinbrech et al. (1988), so dass auch hier kein Konflikt besteht.
Es ist jedoch fraglich, ob eine vollstandige Integration physiologisch sinnvoll ware: Es wirde
bedeuten, dass die fur das Anheften der Kdpfchen essentielle flexible hinge-Region des Mo-
lekuls nicht systematisch an der Oberflache des Filament-Rickgrates positioniert ist. Wenn
sich aber hinge-nahe LMM-Anteile nicht integrieren wiirden, sei es aufgrund eigener Eigen-
schaften wie verminderter Ladungskomplementaritat oder forciert und gerichtet durch Bin-
dung an akzessorische Proteine wie Paramyosin, so kénnte die flexible hinge-Domane au-
Berhalb des vorgeschlagenen Verbundes lokalisiert werden. Anzeichen fiur solche Mecha-
nismen konnten im Rahmen dieser Arbeit gefunden werden. Sie werden im folgenden Kapi-

tel besprochen.
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4.5 Struktur und Funktion: Doménen des Drosophila-LMM

45.1 C-terminale zwei Drittel des Insekten-LMM

4.5.1.1 Insektenspezifische Zusammenlagerung

Das wohl Uberraschendste Ergebnis der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Aggrega-
tionsversuche ist die Ausbildung eines insektenspezifischen 116 nm-Musters durch Frag-
mente, die den C-terminalen zwei Dritteln einer MHC-Isoform entsprechen. Lange Zeit war
fraglich, ob und ggf. wie der Phasenunterschied zwischen Aktin-Helix (38,7nm) und Myosin-
Kdpfchenabstanden (n*14,5 nm) in vivo Uber das Zusammentreffen in einer gemeinsamen
Periode von 116 nm hinaus aufeinander abgestimmt sein kdnnte. Fiur die Zunahme der
38,7 nm-Intensitat in Beugungsbildern von kontrahierten Muskeln konnte zunéchst eine Aus-
richtung aphasisch angeordneter Kopfchen an der umgebenden Aktin-Helix verantwortlich
gemacht werden - angesichts der extremen Effizienz des IFM jedoch eine unbefriedigende

Vorstellung.

Solange keine detaillierte Information zur Ultrastruktur des Myosin-backbones zur Verfligung
stand, konnte man Kopfchen-Modelle formulieren, die diesen ,off-beat” innerhalb eines Aktin-
Kéfigs durch spezifische Ausrichtung von Molekilen innerhalb des Myosinfilaments teilweise
harmonisierten (Wray, 1979a). Zwar entsprechen Anzahl und Handigkeit der Kopfchen-
Helices auf isolierten Bienenfilamenten (Trombitas & Tigyi-Sebes, 1986) nicht diesen Vor-
hersagen, jedoch zeigen diese deutlich eine 38,7 nm-Periodizitat. Képfchen-Ebenen von
14,5 nm und Helices im axialen Abstand von 38,7 nm scheinen besonders bei achsen-
paralleler Ausrichtung von Einzelmolekilen nicht ohne weiteres kompatibel. Solange voll-
standige Filamente untersucht werden, kénnen jederzeit akzessorische Proteine herangezo-
gen werden, um die Ausbildung spezieller Képfchen-Muster und -Orientierungen zu generie-
ren. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen nicht nur, dass die insektenspezifische 38,7
nm-periodische helikale Anordnung von Molekllen eine intrinsische Eigenschaft des Myo-
sinmolekils darstellt, sondern sie lokalisieren diese Funktion zuséatzlich in einem ca. 400
ASen umfassenden C-terminalen Bereich. Sie demonstrieren, dass die helikalen Charakte-
ristiken auf der Grundlage einer axialen Periode des Kopfchen-Abstandes von 14,5 nm und
ohne Beteiligung von Hilfsproteinen entstehen kdénnen. Wie dies sogar mit optimierter An-
passung an die umgebende Aktin-Matrix geschehen kann, ist ausfiihrlich in den letzten Kapi-
teln dargelegt worden.

Die spezifische Auspragung der Struktur dicker Filamente ist also sehr wesentlich durch so-
gar lokal einzugrenzende Bereiche innerhalb des Myosinstabes pradeterminiert. Die taxo-
nomische Spezifitat zeigt sich durch den Vergleich mit Paralleluntersuchungen der Pepe-

Gruppe an Vertebraten-LMM: Sequenzanaloge Fragmente einer embryonalen humanen
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Myosin-Isoform zeigen differierende Aggregationsmuster (Chowrashi et al., 1996). In ent-
sprechenden Parakristallen kénnen 72,5 — und 87 nm-Segmente (Werte angeglichen) defi-
niert werden, die in ebenfalls polarer Abfolge angeordnet sind. Ein direkter Vergleich der
ebenfalls sehr kompliziert erscheinenden Banderungsmuster ist jedoch ohne entsprechende
Beugungen sehr schwierig. Zudem ist in diesem Fall die Zugabe von Mg-ATP ndtig, um
hochgeordnete Aggregate zu produzieren. Letztlich sollten sich derartig differenzierte Cha-
rakteristiken auf die artspezifische Sequenzabfolge zuriickfihren lassen. Dabei kénnen die

Unterschiede sehr subtil sein.

Die hier vorgestellte insektenspezifische Abfolge von Molekilen innerhalb eines Modell-
Stranges beinhaltet sowohl Interaktionen von 14,5 nm als auch solche von 43,5 nm.
43,5 nm-Dimere (Davis et al., 1982) sind Haupt-Bestandteile der Modelle zur Zusammenla-
gerung von Molekulen in Vertebraten-Anordnungen. Erst sekundar sollen diese tber 14,5
nm-Versetzungen miteinander in Wechselwirkung treten (Davis, 1988). Im vorgestellten
Strang-Modell Gberwiegen direkte 14,5 nm-Interaktionen im Verhéltnis 2:1 tber 43,5 nm-
Partner. 14,5 nm-Dimere wurden schon direkt bei Dictyostelium beobachtet (Pasternak et al.,
1989). In der Summe ist aber auch in den hier abgeleiteten Modellen eine vollstandige Be-
setzung aller Levels innerhalb eines Subfilamentes gegeben; auch hier finden sich also — wie
in Modellen des Vertebraten-Subfilaments - auf engstem Raum Molekiile, die eine kontinu-
ierliche Abfolge im 14,5 nm-System bilden. Es sei aber noch einmal auf die interessante
Konsequenz verwiesen, dass dafir nur 8 Moleklle bendétigt werden im Gegensatz zu 9 Mo-
lekilen bei ausschlieBlich 43,5 nm-Primarversetzungen: Das Vertebraten-Filament hat eine
Helix-Periode von 9*14,5 nm, das Insekten-Filament eine von 8*14,5 nm. Als eine attraktive
Moglichkeit, Voraussagen uber bevorzugte Interaktionen zu testen, boten sich detaillierte
Sequenzanalysen an, wie sie von McLachlan und Karn (McLachlan & Karn, 1982) an
C.elegans durchgefiihrt wurden. Die einzelnen, den Vielfachen von 14,5 nm entsprechenden
Interaktionspeaks kdnnten sich artspezifisch voneinander unterscheiden und so Hinweise auf
verstarkte Wabhrscheinlichkeit einer 14,5 nm-Versetzung bei Insekten-Sequenzen im C-

terminalen Bereich ergeben.

45.1.2 Struktur

Das Modell fur die Organisation der letzten beiden LMM-Drittel zumindest in 116 nm-
periodischen Aggregaten beinhaltet ein ausgepragtes Supercoiling einzelner Molekiile. Uber
die Modellvarstellungen hinaus hatte es im Rahmen der vorgestellten Ergebnisse indirekte
Hinweise auf eine Tendenz zur Windung von Molekiilen gegeben (s. Abb. 3-27: Flachenan-
ordnung mit Tendenz zur Aufrollung). Das liegt vor allem daran, dass in einer Multikompo-
nenten-Formation eine unvollstandige Windung gleichbedeutend mit einer gestdrten axialen
Ausrichtung sein muss, entsprechende Objekte also potentiell als unperiodisch und damit

nicht klassifizierbar erscheinen. Lockig gedrillte, aperiodische Aggregate waren tatsachlich in
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einigen Pr&parationen beobachtet worden (nicht dargestellt), jedoch konnte zwischen Dena-

turierungsartefakt und einer spezifischen Eigenschaft nicht unterschieden werden.

Anders im Fall von Vertebraten-LMM der Vergleichsuntersuchungen im Labor Pepe: Aggre-
gate des C-terminalen Drittels (MHC1) zeigen — ohne Anzeichen einer 14,5 nm-verwandten
Feinstruktur — ausgesprochen schraubenartige Verwindungen unterschiedlichster Gewinde-
periode. Fir letztere spielt nicht nur die Anzahl der Ladungen am C-Terminus, sondern auch
die lonenzusammensetzung der Lésung eine Rolle (Chowrashi et al., 1996). Entsprechende
Fragmente des Insekten-LMM wurden von Ziegler im eigenen Arbeitskreis untersucht. Sie
bilden im Gegensatz zu HE(,human embryonic*)-Myosin spezifisch gebanderte Aggregate,
deren Perioden jedoch in Abhangigkeit von der Losung — insbesondere der ATP-Zugabe —
variieren (Ziegler et al., 1999). Ein mehr oder weniger fortgeschrittenes coiling einzelner Mo-
leklile umeinander konnte diesen Effekt erklaren. Bedingt durch die begrenzte Lange dieser
Molekule ist keine Zusammenlagerung nach den hier abgeleiteten Mustern moéglich; einfa-
chere Anordnungen, die nicht einer 3-dimensionalen Matrix bedurfen, kdnnten eher ein un-
vollstandiges coiling tolerieren, ohne dabei die periodische Banderung einzubiiRen. Ganz in
diesem Sinne verkleinert sich dabei die beobachtete Periode in MHC1-Aggregaten von
43,5 nm (moglicherweise einer vergleichsweise ungewundenen Struktur) hin zu geringeren
Abstéanden. Die Tendenz zu einem Supercoiling kénnte also schon in diesem Molekulteil
veranlagt sein, wie auch von Pepe vorgeschlagen.

Diese Ergebnisse werfen jedoch eine weiterreichende Frage auf: Wie kann die Myosin-
spezifische Grundperiode der Zusammenlagerung auch bei extensivem Supercoiling bei lan-
geren Fragmenten erhalten bleiben? Dieses Problem wurde schon im Grundsatz von
McLachlan und Karn (McLachlan & Karn, 1983) angegangen: Die von Ihnen formulierten
Mikrofilamente von umeinander gewundenen Coiled coils lassen nur dann eine Interaktion in
Multiplen von 14,5 nm untereinander zu, wenn der pitch des coiled coils einen entsprechen-
den Wert von 98 ASen annimmt. Ein Problem, das dabei aufkommt, ist der Umstand, dass
mit einem uniformen pitch dieser Lange rein geometrisch keine engste Packung paralleler
Molekiile, z.B. in der oft zitierten ,knobs-into-hole“-Weise (tetragonal) unter gleichzeitiger
Beibehaltung des Gedankens der Ladungskomplementierung entstehen kann. Elektronen-
optische Bilder von coiled coil-Proteinkristallen legen jedoch nahe, dass eine derartige Orien-
tierung zweier Dimere zueinander moglich ist (Bullough & Tulloch, 1990; Quinlan & Stewart,
1987). Der Konflikt lasst sich I6dsen, wenn coiled coils sich nicht geometrisch ideal verhalten;
in kristallinen Umgebungen ware eine gegenseitige Induktion und Stabilisierung lokaler Kon-
formationen, ein ,induced fit* denkbar. Geschieht dies in hoch gewundenen Zusammenlage-
rungen unvollstédndig oder suboptimal, so ist auch die Ausbildung des Supergitters gestort;
die Entstehung der beobachteten lockig erscheinenden, scheinbar nicht periodischen Aggre-
gate ware eine mogliche Folge.
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McLachlan und Karn ziehen die Skip-Reste, die das 7 ASe-Grundmuster unterbrechen, zur
Erklarung von Konformationsvariationen heran und lassen schon allein auf dieser Grundlage
eine mindestens 14 %ige Anderung der mittleren pitch-Lange des coiled coils zu. Skip-Reste
werden als generelle Modulatoren der coiled coil-Geometrie diskutiert (Seo & Cohen, 1993)
und kénnen auch in direkten Zusammenhang mit lokalen Konformationsabweichungen des

Myosinstabes gebracht werden (Offer, 1990).

Freilich wird das Problem des Ladungsabgleichs zwischen LMM-Molekilen durch jedes
Ubergeordnete coiling vergroRert. Andererseits missen sich nicht notwendigerweise alle
Wechselwirkungen zwischen LMM-Nachbarn in einfacher Weise auf das 28 ASe-Motiv der
Primarstruktur zurtickfiihren lassen: Uber die verschiedenen Hierarchie-Ebenen, angefangen
beim coiled coil-pitch tber die Orientierung der Molekile im Strang bis hin zum pitch des
Supercoils, kénnen Subfilamente ein peripheres Ladungsmuster prasentieren, das ohne
Kenntnis jeder einzelnen Variablen nicht direkt hergeleitet werden kann. Nahe liegend
scheint lediglich durch die allgegenwértige Préasenz der 14,5 nm-Grundperiode, dass diese
Parameter in wechselseitiger Abhangigkeit stehen sollten. Als Beispiel sei hier nochmals das
Modell von McLachlan und Karn angefiihrt, das auf einer ersten Ebene Einzelmolekiile ver-
windet und bei einem Supercoil-pitch von 58 nm einen optimalen Ladungsabgleich von be-
nachbarten Supercoils bei einer Versetzung von 29 nm herleitet (McLachlan & Karn, 1983).

Eine gewisse, auch lokale Flexibilitat bzw. Variabilitat der coiled coil-Struktur erscheint als
eine winschenswerte, wenn nicht unbedingte Voraussetzung speziell fir Modelle, die meh-
rere Ebenen des Supercoilings beinhalten. Dass Myosinstébe sich nicht wie starre Gebilde
verhalten, ist seit langem bekannt (Elliott & Offer, 1978; Highsmith et al., 1977). Auch kleine-
re Abschnitte wie die Fragmente von ca. 45 kDa zeigen sich sehr flexibel (Abb. 3-9). Compu-
ter-Simulationen belegen weit darliber hinaus einen sehr grof3en Bereich von mdglichen lo-
kalen pitches (11-22 nm) in Abhéangigkeit von den hydrophoben Kern-Asen innerhalb des
coiled coils (Offer & Sessions, 1995). Ausgleichsbereiche, die komplementare Oberflachen-
Ladungen lokal aufeinander abstimmen, kénnten damit also durchaus durch einzelne 7 ASe-

Sequenzen begiinstigt werden.

Schon originare o-Helices verhalten sich strukturell nicht nur Sequenz- sondern auch L6-
sungsmittel-abhéangig uneinheitlich (Blundell et al., 1983). Die Vorstellung, dass coiled coils
in so regelmaRiger Struktur vorliegen, wie dies schematische Darstellungen in vereinfachter
Form implizieren, ist inzwischen durch Befunde insbesondere an Tropomyosin (Phillips et al.,
1986) hinfallig. Die bislang hochaufldsendste Kristallstruktur dieses coiled coil-Modellproteins
zeigt UnregelmaBigkeiten im pitch, variable Krimmung der Partner und veranderlichen Ra-
dius des Faltungsmotivs (Whitby & Phillips, 2000). Das Bild des coiled coils entwickelt sich
zunehmend zu dem eines vielseitigen, ja dynamischen Strukturelements (Burkhard et al.,

2001). Intermolekulare (zwischen Helices eines Dimers) Salzbriicken stabilisieren das coiled
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coil (Spek et al., 1998) und dirigieren die Dimerisierung (Moll et al., 2000), sind aber damit
gleichzeitig dem Einfluss &uRerer modifizierender Faktoren wie pH und Salzkonzentration
ausgesetzt (Krylov et al., 1998). Die Struktur von Tripel-Helices kann sich pH-abhangig kom-
plett auflosen, eine wichtige Voraussetzung fur die biologische Funktion des Makrophagen-
~Scavenger‘-Rezeptors (Suzuki et al., 1997) und des Oberflachenproteins Hamagglutinin des
Grippe-Virus (Bullough et al., 1994).

Eigene Ergebnisse zu unterschiedlichen Stablangen-Populationen bei Phormia—Myosin
(Ader, 1990) finden zumindest auf der Grundlage der genetische Ausstattung von Drosophila
keine bislang beschriebene Isoform-Entsprechung. Konformations-Isomere kdnnten eine
Erklarung sein, wobei Uber die Einflussfaktoren nur spekuliert werden kénnte. Fur die An-
nahme, dass coiled coil-Strukturen auch bei gegebener Primérstruktur nicht statisch sein
mussen, lassen sich weitere Indizien finden: Die eingangs beschriebenen Peptide aus LC2-
defizientem Hihnchen-Myosin (Chowrashi et al., 1996) kdnnen nicht durch Verdau aus intak-
tem Myosin gewonnen werden; die proteolytisch angreifbare Doméane entsteht erst nach Ent-
fernung der Leichten Kette am Kopfende. Dieses Phdnomen verlangt mindestens eine lokale
Umorganisation, was die Frage aufwirft, wie das Signal transduziert wurde. Umgekehrt ver-
ursacht eine Verklirzung des coiled coil-Stabes des Myosinmolekiils aus glatter Muskulatur
(auf immerhin noch 27 nm) einen Verlust der regulatorischen Eigenschaften (Trybus, 1994),
die in der Nackenregion mit den Leichten Ketten assoziiert sind. Punktmutationen in der
Kopf-Doméne bei Patienten mit Cardiomyopathie bewirken verénderte Aggregationseigen-
schaften, die mit dem LMM assoziiert sind (Straceski et al., 1994).

Anzeichen einer strukturellen Auflockerung im Bereich der letzten % des LMM relativ zum N-
terminalen Rest sind hier durch die CD-Messungen gegeben. Sie kénnten eine zentrale Rol-
le bei der spezifischen — hier insektenspezifischen - Ausbildung von gewundenen Super-
strukturen spielen. Denaturierungsstudien kénnten die sich hier andeutende strukturelle Un-
einheitlichkeit entlang des Insekten-LMM verifizieren. Entsprechende Untersuchungen zei-
gen im Kaninchen-Pendant tatsachlich zwei Domanen unterschiedlicher Stabilitat, von denen
eine auf das N-terminale Drittel diesseits 17,5 nm von der hinge-Region beschrankt ist (Zhou
et al., 1998). Karpfen—LMM verhalt sich ahnlich (Nakaya et al., 1997), wobei hier interessan-
terweise zwei Akklimatisierungs-abhangige Isoformen exprimiert werden, deren Thermo-

stabilitat trotz 95,6 %iger Sequenzhomologie deutlich verschieden ist.

4.5.1.3 Phosphorylierung

Im Hinblick auf die Strukturhomogenitat offensichtlich unterschiedlich verhalt sich Nicht-
Muskel-Myosin aus Acanthamoeba, welches in einem einzigen Ubergang denaturiert
(Zolkiewski et al., 1997), hier aber zur Erwahnung kommen soll, weil es den Gedanken der

Kommunikation zwischen entfernten Molekilteilen zu unterstiitzen scheint: Die Autoren se-
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hen in diesem kooperativen Strukturverhalten einen méglichen Kopplungsmechanismus, der
regulatorische Signale am C-terminalen, 27 Ase langen, nicht helikalen Molekilende auf die
Kopfdoméane dbertragt. In Abhangigkeit vom Phosphorylierungsstatus von Serin-Resten in
diesem distalen Teil &ndert sich die Konformation innerhalb des Myosinkopfes, und ATP-
Bindung ans aktive Zentrum beeinflusst umgekehrt die Struktur des Stabes (Redowicz et al.,
1994). Auch wird diese Phosphorylierung in Zusammenhang mit geédnderten Konformations-
zustanden der entsprechenden Minifilamente gebracht (Korn et al., 1988; Redowicz et al.,
1999), welche ihrerseits eine Rolle innerhalb des ATPase-Zyklus spielen konnten (Collins &
Korn, 1980). Beide Formen, phosphoryliert und dephosphoryliert, sind also (Mini-)
Filament-gebunden und unterscheiden sich folglich hinsichtlich ihrer Loslichkeitseigenschaf-
ten nicht (Sinard & Pollard, 1989).

Dieser Regulationsmechanismus scheint sich damit grundlegend von anderen Phosphorylie-
rungseffekten bei Nicht-Muskel- und Glattmuskel-Myosinen zu unterscheiden: Phosphorylie-
rung der Leichten Ketten (RLC) induzieren hier unterschiedliche Faltungszustande des Myo-
sinmonomers, die nur in der gestreckten (phosphorylierten) Form in der Lage sind, zu Fila-
menten zu aggregieren (Craig et al., 1983; Katoh & Morita, 1996). Ein verwandter Regulati-
onsmechanismus der Aggregationskontrolle scheint bei der Amébe Dictyostelium zu existie-
ren. Auch hier werden die Molekiile durch Riickfaltung an der Integration in Filamente gehin-
dert. Allerdings ist in diesem Fall die phosphorylierte Form die I6sliche (Kuczmarski et al.,
1987), wobei es sich bei den modifizierten Resten um 3 Threonine im Stabteil des Myosin-
molekils handelt (Luck Vielmetter et al., 1990; Vaillancourt et al., 1988). Diese sind im Ge-
gensatz zu den phosphorylierbaren Aminosauren bei Acanthamoeba in der a-helikalen Re-
gion lokalisiert. Ein Beispiel fur Phosphorylierbarkeit sowohl von Resten innerhalb der coiled
coil-Doméanen als auch von solchen im nicht helikalen Teil stellen die Schweren Ketten von
Nicht-Muskel-Myosinen in Vertebraten dar (Moussavi et al., 1993). Hier finden sich Protein-
kinase C-Zielsequenzen in ersteren (Conti et al., 1991), Casein-Kinase II-"Targets" in letzte-
ren Abschnitten (Murakami et al., 1990). Analoge Casein-Kinase- Phosphorylierungsstellen
finden sich auch in bestimmten Glattmuskel-lsoformen (Kelley & Adelstein, 1990). Die Rolle
der in vitro nachgewiesenen Phosphorylierung von MHCs des schrdg gestreiften Cae-
norhabditis -Muskels, die nur im Iéslichen Zustand modifizierbar sind, ist unklar (Dey et al.,
1992). In quergestreiften Vertebraten-Muskeln der Ratte konnten jedoch keine Phosphorylie-

rungen innerhalb der Schweren Ketten gefunden werden (Leger et al., 1980).

Gerade aufgrund dieser letzten Vorabinformation ist der dargestellte Befund einer Phospho-
rylierbarkeit von coiled coil-Sequenzen im Drosophila-Stab umso unerwarteter. Urspriinglich
angelegt, um der Frage nachzugehen, ob die durch Exon 19 kodierte Doméane an einer po-
tentiellen Protein-Kinase C-Stelle phosphoryliert werden kann, zeigen die Experimente eine

Modifizierbarkeit von Resten diesseits des Helix-brechenden Prolins in dem kurzen Abschnitt
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von 5 Aminosauren, der die Fragmente 2-1 und 2-18 voneinander unterscheidet. Im hier zu
erfassenden quantitativen Rahmen konnen keinerlei signifikante Unterschiede der in vitro-
Phosphorylierbarkeit zwischen den vier verschiedenen kurzen Fragmenten festgestellt wer-

den.

Die Versuche waren so angelegt, dass eine physiologische Relevanz fiir das Filament mdg-
lichst direkt abgeleitet werden kann. Initiiert wurden sie durch den in situ-Befund, dass
Schwere Ketten im Gegensatz zu anderen quergestreiften Muskeln in phosphorylierter Form
vorliegen kénnen (Abb. 3-15). Bei diesen Experimenten wurde versucht, die myofibrillare
Herkunft der phosphorylierten Spezies durch die Vorreinigungs-Prozedur sicher zu stellen.
Zwar kann eine Verunreinigung durch l6sliche Proteine wie zum Beispiel gefaltete Myosin-
Monomere nicht ausgeschlossen werden, jedoch scheint das Ausmald der Markierung zu
weitgehend, als dass eine verunreinigende l6sliche Population dafir verantwortlich gemacht
werden kdnnte. Damit konnte es sich bei der Schweren Kette von Drosophila um die erste
ihrer Art handeln, die in quergestreiften Muskeln phosphoryliert vorliegen kann; dariber hin-
aus scheint diese modifizierte Form ein integraler Bestandteil dicker Filamente sein zu kén-

nen.

Diese ersten Ergebnisse schienen die Arbeitshypothese zu bekraftigen, nach der ein C-
terminaler Serin-Rest moglicherweise Ziel einer Phosphorylierung sein kénnte. Um auch fur
die anschlieRenden in vitro-Experimente an den kleineren der Fragmente moglichst zellnahe
Bedingungen fir die durchgefihrten Orientierungsversuche zu gewahrleisten, wurden ver-
schiedene Muskelextrakte anstelle von k&auflichen Enzympraparationen verwendet (Kucz-
marski et al., 1987). Der direkte Vergleich der Exon19-Mutante mit seinem unmutierten Pen-
dant konnte die Hypothese nicht mehr stiitzen, kann sie jedoch als Negativ-Ergebnis auch
nicht widerlegen. Statt dessen konnte eine Phosphorylierbarkeit innerhalb des o-helikalen
Teils demonstriert werden. Dabei scheinen unterschiedliche Kinasen befahigt zu sein, diese
Modifikation/en durchzufiihren: eine cytosolische Form und eine sehr stark myofibrillar ge-
bundene, die erst unter Verwendung von lonenstarken, die das dicke Filament vollsténdig
auflésen, maximal extrahierbar ist. Letztere scheint sich durch ihre enge Verbundenheit mit
dem myofibrillaren Apparat von der Kinase-Aktivitat in dicken Filamenten von Caenorhabditis
zu unterscheiden, die nur locker assoziiert ist (Dey et al., 1992).

Da das Auftreten der C-terminal unterschiedlichen MHC-Isoformen an unterschiedliche Ent-
wicklungsstadien gebunden ist, schien es aufgrund der Hypothese folgerichtig, Praparatio-
nen unterschiedlicher Entwicklungsstadien zu verwenden. In Larven- wie in Adult-Muskel-
Extrakten kann Kinase-Aktivitdt an den kleineren Fragmenten nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu einer moglichen Alles-oder-Nichts-Reaktion sind die erzielten Ergebnisse je-
doch quantitativ schwer zu vergleichen, da es aufgrund des Fehlens einer vergleichbaren

myofibrillaren Struktur keinen offensichtlichen gemeinsamen Bezugspunkt gibt. Selbst der
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Bezug auf die Menge an Schwerer Kette innerhalb der myofibrillaren Extrakte scheint daher
nicht angebracht. Auch ohne diesen direkten quantitativen Bezug kann jedoch gefolgert wer-
den, dass das Auftreten dieser Kinasen zumindest nicht auf bestimmte Stadien beschrankt
ist — nachdem keine Verbindung zu den unterschiedlichen C-Termini aufgestellt werden
konnte, keine Uberraschung mehr. Damit erscheint aber auch ein méglicher Zusammenhang
von Phosphorylierung und spezifischer Struktur und Funktion des IFM fraglich, wenn auch

nicht ausgeschlossen.

Gleichwohl konnten strukturelle Veranderungen in Parakristallen von phosphorylierten und
nicht phosphorylierten Fragmenten beobachtet werden. Angesichts der Lokalisation im ag-
gregationsfahigen coiled coil-Abschnitt liegt die Vermutung nahe, dass Modifikationen des
Ladungsmusters einen Einfluss auf die Zusammenlagerung der Molekile haben sollten. So
werden auch die oben zitierten Phosphorylierungen anderer Myosine in diesem Bereich im
Zusammenhang mit Formation und Stabilitdt von Filamenten gesehen (Moussavi et al.,
1993). Neben einer Anderung des Gesamterscheinungsbildes — die Parakristalle
phosphorylierter Fragmente zeigen einen durchweg ebenmafigeren Aufbau und sind
besonders nach Behandlung mit cytosolischen Proteinen endwarts gefranst (Abb. 3-17) — ist
in den Transformaten eine Verminderung der off-meridionalen Intensitaten zu verzeichnen,
wahrend sich die 14,5 nm verwandten Ordnungen auf dem Meridian intensivieren. Beide
Tendenzen signalisieren eine Umorganisation bzw. eine im Vergleich zur Kontrolle
abgewandelte Feinstruktur in Parakristallen phosphorylierter Fragmente. Diese Versuche
stehen noch am Anfang und kdnnen als erste Schritte zun&chst lediglich einen qualitativen
Effekt demonstrieren. In Kombination mit den in situ-Ergebnissen erdffnen sie jedoch ein
vollig neues Feld fur weitere Untersuchungen zu diesem bei quergestreiften Muskeln bislang
nicht beschriebenen Phanomen.

Uber eine etwaige Funktion eines solchen Regulationsmechanismus” lassen sich in Erman-
gelung weiterfihrender Untersuchungen nur sehr spekulative Vermutungen anstellen. Die
Parakristalle scheinen immerhin anzudeuten, dass die modifizierten Fragmente ihre Aggre-
gationsfahigkeit nicht verloren haben, was vorlaufig durchaus mit der Annahme harmoniert,
dass auch die phosphorylierten Schweren Ketten der metabolischen Markierung aus dem
myofibrillaren Apparat stammen. Eine Lokalisation potentiell physiologisch relevanter Phos-
phorylierungsstellen, gerade in diesem fir die spezifische Zusammenlagerung offensichtlich
entscheidend mitverantwortlichen Teil, scheint aber in besonderer Weise interessant. Falls
sich bestatigt, dass die molekulare Organisation — moglicherweise sehr geringfugig — durch
Phosphorylierung variiert werden kann, so wirde dies den oben abgeleiteten Modellen einen
zusatzlichen dynamischen Faktor verleihen. Strukturell unterschiedliche Zustéande des Ruick-
grates sollten auch die Feinanordnung der Kdpfchen beeinflussen. Durchaus denkbar ist,
dass die in Abb. 4-9 dargestellten Képfchenmuster, die ja lediglich als Annaherung zu ver-
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stehen sind, einen mehr oder auch weniger optimalen Zustand darstellen, den zu induzieren

oder modifizieren es weiterer Signale bedarf.

45.1.4 Moleklulabstande

Diese Uberlegungen leiten iber zu abschlieRenden Betrachtungen der bevorzugten moleku-
laren Organisation der Fragmente, die annéhernd den letzten % des Drosophila-LMM’s ent-
sprechen. Ein Wert, der bislang undiskutiert geblieben ist, ist der mit dem Fragment 2-18 auf
Lipidflachen beobachtete Abstand von 2,95 nm senkrecht zur 14,5 nm-Periode (Abb.
3-26 A). Es handelt sich um eine Grol3e im Bereich von Molekilabstanden, fur die kein Pré-
zedenzfall in der Literatur zu coiled coil-Anordnungen gefunden werden konnte. Da gleiches
fur die abgeleiteten Subfilament-Modelle gilt und der Wert sich hinreichend nahe am Abstand
von gemittelten Proteindichten aus Insektenfilament-Querschnitten (2,8 nm) (Beinbrech et
al., 1988) befindet, scheint die Annahme naheliegend, dass es sich hierbei um einen spezifi-
schen und signifikanten Abstand handelt. Er ist als 4. Ordnung von 11,8 nm denkbar und
stiinde damit mdglicherweise im Zusammenhang zur Anordnung von 4 nm dicken Subfila-
menten nach Longley, die einen Abstand von 11,1 nm vorhersagt. Der Abstand von 2,8 nm
in nativen Filamenten war schon oben analog interpretiert worden.

Wie in Kap. 4.3.2 beschrieben stellen antiparallele Komponenten einen wesentlichen Bau-
stein der Monolayer-Formationen dar. Diese Reflexion kann also durch eine Verwandtschaft
mit dem 11,2 nm-Abstand andeuten, dass auch an dieser Anordnung Subfilamente nach
dem in Abb. 4-1 dargestellten Prinzip von gewundenen, 4 nm dicken Strangen beteiligt sind.
Die Ausbildung einer im Sinne der Longley-Packung vollstandigen Anordnung setzt betracht-
liche Tiefe des Objekts voraus und ist darum in diesen Praparaten unwahrscheinlich. So ist
auch das Auftreten einer 11,2 nm-Reflexion hier nicht zu erwarten. Vielmehr kénnten nur
bestimmte Teilaspekte der Organisation aus Abb. 4-1 B, wie z.B. einzelne Schichten, vor-

handen sein.

Das wirde bedeuten, dass sich antiparallele Molekiille ohne grundsétzliche Anderung der
Strang-Organisation integrieren konnten. Im Filament ergibt sich im M-Linien-Bereich die
Notwendigkeit antiparalleler Aggregation. Auch das Aggregat in Abb. 3-30 A kdnnte durch
die Anwesenheit einer Spiegelebene, die dem Verhalten im Bereich der M-Linie entspricht,
diese Interpretation unterstiitzen. Die fur die Zusammenlagerung im Bereich der M-Linie ent-
scheidenden antiparallelen Wechselwirkungen wiirden dann die Ubergeordnete Struktur nicht
wesentlich andern — eine wichtige Voraussetzung fur das Auftreten ovaler Querschnitt-Profile
auch im Bereich der zentralen bare zone dicker Insektenfilamente (Freundlich & Squire,
1983).
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Auch in Layeranordnungen N-terminal langerer Fragmente konnten laterale Separationen im
Bereich von Molekilabstanden beobachtet werden. Der Einfluss des N-terminalen LMM-

Drittels soll Gegenstand des nachsten Kapitels sein.

45.2 N-terminales Drittel des Insekten-LMM

45.2.1 Einfluss auf Aggregate

Wenngleich die Superposition der Molekile zu einem grundsatzlich mindestens &hnlichen
bis kaum unterscheidbaren Ergebnis bei der flachigen Anordnung von Fragment 2-18 und
dem N-terminal l&ngeren Fragment 3-1 fuhrt (vgl. Abb. 3-26 A und B), so muss sich jedoch
die molekulare Organisation substantiell unterscheiden: starke aquatoriale Reflexionen mar-
kieren hier einen Abstand von 3,8 nm. Im Gegensatz zu einer Reflexion bei ca. 2,9 nm finden
sich hierzu einige Parallelen in der Literatur. Es handelt sich um Beispiele von Stabfragmen-

ten des Vertebraten-Myosins.

Die Arbeit von Bennett zeigt aquatoriale Beugungswolken bei 3,5 nm in 43,5 nm-
periodischen Parakristallen (Bennett, 1981). Yagi und Offer entwickeln detailliertere Modelle
zur Einheitszelle dieses Typs von Aggregaten und korrigieren den Wert auf der Basis von
Rontgenbeugungen auf 3,9 nm (Yagi & Offer, 1981). Diese Separation gibt Raum fir 2 Mo-
lekule, deren exakte Dreh-Orientierung zueinander nicht zu bestimmen ist, wenn nicht ande-
re Symmetriefaktoren mit einflieRen: Tubus-artige Aggregate aus S2-Molekilen weisen e-
benfalls einen Einheitszellenabstand von 3,9 nm auf (Quinlan & Stewart, 1987); jedoch fin-
den sich in diesem Fall Reflexionen nur auf der 2. Ordnung, also dem Molekilabstand von
1,95 nm. Die Autoren fuhren dies auf eine ,knobs-into-hole“-Geometrie der seitlichen Asso-
Ziation zuriick, die als engste Packung einer molekularen Versetzung von % pitch entspricht
(Abb. 4-1 A); diese lasst eine Gleitsymmetrie innerhalb der Einheitszelle entstehen, die unge-
rade Ordnungen verbietet. Mit dieser Packung kann der seitliche Abstand von Molekiilpaaren
je nach Radius des origindren coils bis hinunter zu 3,4 nm (entsprechend r = 0,5 nm) und
darunter variieren. Der relativ hohe Betrag von 3,8 nm — wegen mdglicher Schrumpfung eher
noch am unteren Rand der tatsachlichen Verhaltnisse — und das Fehlen einer Gleitsymmet-
rie kann im Fall des Fragments 3-1 auf Lipidoberflachen eine engste Packung ausschliel3en.
Eine direkte Packungsverwandtschaft scheint hingegen mit dem Arrangement in 43,5 nm-
Parakristallen von Vertebraten—LMM zu bestehen. Vergleichbare, aber nicht identisch aufge-
baute Parakristalle (s. Kap. 4.3.1) mit dieser Periodizitdt konnten ausschlie3lich mit dem
Fragment 3-19 erhalten werden. Packung und Periodizitat scheinen sich also in Anwesenheit
des N-terminalen LMM-Dirittels in Richtung Vertebraten-ahnlicher Charakteristiken zu veran-

dern.
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Nach den Modellvorschlagen zur insektenspezifischen Anordnung der kiirzeren Fragmente
in zwei Adern innerhalb eines Stranges wéare es eine durchaus folgerichtige Konsequenz,
dass die Anwesenheit des MHC3-Abschnitts die Ausbildung der Subfilament-Struktur in Abb.
4-10 C nicht zulasst. Zwar béte ein Strangdurchmesser von 4 nm theoretisch genug Raum
fur 3 Molekile im Querschnitt, jedoch wird es von der exakten Packung der Molekile, die
bislang nicht hergeleitet werden kann, abhangen, ob das zusatzliche Drittel integrierbar ist.
Dies scheint nicht der Fall zu sein: Weder 116 nm-periodische Strukturen noch Anzeichen

einer Longley-Packung konnten mit den langeren Fragmenten beobachtet werden.

Fir das Filament wirde dies bedeuten, dass der MHC3-Abschnitt aus dem durch MHC2-C
gebildeten Kern des Rickgrates herausgehalten werden muss. An dieser Stelle kdnnten
akzessorische Proteine, an erster Stelle Paramyosin, ins Spiel kommen, dessen Interaktion

mit den exprimierten Fragmenten Gegenstand weiterer Untersuchungen watr:

4.5.2.2 Paramyosin-Bindung

Die funktionelle Integritat des hier von Acherontia praparierten Paramyosins konnte durch die
Darstellung hochgradig homogener Parakristalle mit einer Paramyosin-spezifischen Periode
von 72,5 nm demonstriert werden (Abb. 3-20). Die Ableitung eines Molekilmodells wird
durch die Anwesenheit von zwei unterschiedlich grolien Paramyosin-Spezies sehr erschwert
und soll hier nicht weiter verfolgt werden. Bei den beiden Molekilarten sollte es sich um Iso-
formen handeln, da diese schon in Myofibrillenproben in exakt gleichen Mengenverhaltnis-
sen auftreten (Abb. 3-17). Zwei Paramyosin-lsoformen innerhalb eines Muskels sind flr
schnelle Hummer-Muskeln (Mykles, 1988) und langsame Krabben-Muskeln (Sakurai et al.,
1996) beschrieben. Einige Charakteristika der Zusammenlagerung sind jedoch trotz ver-
schiedener Molekilpopulationen direkt aus den Parakristallen abzuleiten. Wie auch bei Mu-
scheln (Matsuno et al., 1996) stellt eine vermutlich parallele (Pante, 1994) Versetzung von
72,5 nm den zentralen Bestandteil der Anordnung dar; die Breite der farbungsintensivsten
Licken koénnte mit einer Moleklllange von 135 nm korreliert werden, die damit im Bereich
anderer Paramyosine von 135 nm (Lowey et al., 1963), 127,5 nm (Cohen et al., 1971) oder
140 nm (Sakurai et al., 1996) angesiedelt ist. Paramyosin-Parakristalle zeigen eine deutliche
Tendenz zu positivem staining durch Anlagerung von Schwermetallionen, so dass die Perio-
de artspezifisch von schwachen, diunnen Streifenmustern geprégt ist (Cohen et al., 1971;
Kendrick-Jones et al., 1969), wie sie auch besonders in der Rekonstruktion in Abb. 3-20
festzustellen sind. Diese Muster sind hier eindeutig bipolar, die Zusammenlagerungen haben
also eine antiparallele Komponente. In Caenorhabditis-Filamenten mit einem zentralen Kern
hohen Paramyosin-Gehalts soll auch dieses Protein in Strangen organisiert sein, in denen

einzelne Moleklladern um 72,5 nm gegeneinander versetzt sind (Epstein et al., 1995).
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Schon die Elektronenmikroskopie deutet eine bevorzugte Interaktion zwischen langen Frag-
menten und Paramyosin relativ zu den kirzeren an. Mischkristalle (Abb. 3-22), die auch an-
hand des Beugungsbildes als Hybride zwischen 72,5 nm- und 14,5 nm-Mustern zu identifi-
zieren sind, treten haufiger auf und sind von vergleichsweise héherer interner Regelmaliig-
keit. Im Vergleich dazu sind Parakristalle von kleineren Fragmenten mit Paramyosin - von
Ausnahmen abgesehen (Abb. 3-22 D) - oft schlechter geordnet bis sogar augenscheinlich
aperiodisch (Abb. 3-21). Diese Befunde sind offenkundig schwerlich zu quantifizieren und
konnen lediglich eine Tendenz anzeigen, die jedoch durch die Bindungsversuche deutlich
bestatigt wird: Die jeweils langeren Fragmente ohne Mutation binden um einen durchschnitt-
lichen Faktor von 2,5 besser an Paramyosin.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse kann eine Doméane innerhalb des MHC3-Abschnittes
postuliert werden, die mafigeblich fur die Paramyosin-Bindung des Insekten-LMM verant-
wortlich ist. In vivo kann dies bedeuten, dass primar Sequenzen dieses Abschnittes mit Pa-
ramyosin interagieren. Dies ist exakt die Forderung, die sich aus dem Modell der insekten-
spezifischen Zusammenlagerung eines kurzen Fragments ergibt. Damit entstiinde ein
zentraler Subfilament-Kern, der sich nach dem Muster einer Longley-Packung aus zwei
LMM-Dritteln konstituierte (Abb. 4-10 C), und zusatzliches LMM-Material, das Uber
Paramyosin in der Peripherie fixiert wird und auf diese Weise den N-Terminus des LMM an
der Oberflache positioniert. Eine Studie, die auch fir einen mindestens 17,5 nm
umfassenden Bereich des Kaninchen-LMM’s eine Nicht-Integriertheit in den Filamentkorper
herleitet (Chang & Ludescher, 1994), wird kontrovers diskutiert (Zhou et al., 1998).

Auch fir eine solche erhdhte Affinitat bestimmter Abschnitte sollten Variationen innerhalb der
Primarstruktur verantwortlich sein. Hoppe und Waterston sehen einen Zusammenhang zwi-
schen Hydrophobizitats-Schwankungen an der Oberflache des coiled coils von Caenorhabdi-
tis-MHC-Isoformen und deren Fahigkeit, mit Paramyosin in Wechselwirkung zu treten
(Hoppe & Waterston, 1996). Zwar beziehen sich diese Analysen auf die zentral im Filament
lokalisierte MHC A-Isoform, die fir die Initiation der Filamentbildung zusténdig sein soll
(Epstein, 1988); die abgeleiteten Mechanismen kdnnten aber in diversen Myosinen ohne
weiteres an anderen Stellen Verwendung finden. Tatsachlich erscheint die MHC3-Region im
Hydrophobizitats-Plot nach Eisenberg (Eisenberg et al., 1984; Lowey et al., 1963) hydropho-

ber als der Rest des Drosophila-LMM (untersucht unter www.expasy.ch).

Nach diesen Vorstellungen wirde Paramyosin also auch eine systematische Rolle beim Auf-
bau der peripheren Wandstrukturen spielen. Bestimmte nachprifbare Bedingungen mussten
daflr erflllt sein: Es mifRte sich auf der gesamten Lange des A-Bandes an dicken Filamen-
ten nachweisen lassen. Genau dies ist im IFM von Drosophila und Lethocerus der Fall: Ma-
roto und Kollegen kénnen eine uniforme Verteilung von Paramyosin entlang des dicken Fi-

laments zeigen (Maroto et al., 1996). Auch fir den ebenfalls quergestreiften Trochanter-



202 Diskussion

Muskel von Drosophila trifft dies zu (Royuela et al., 1997). Mit Ausnahme des Drosophila-
Flugmuskels verhélt sich die kleinere Miniparamyosin-Form &hnlich, so dass die Paramyo-
sin-Form voller Lange in der Tat den geeignetsten Kandidaten fur die Erfullung der postulier-
ten Aufgaben darstellt. Die zitierten Ergebnisse kdnnen zwar letztlich nicht unzweifelhaft die
Anwesenheit von Paramyosin auf der Aul3enseite des Filaments demonstrieren, es scheint
jedoch sehr unwahrscheinlich, dass die immunologischen Nachweise Proteine im Kern der
Filamente detektieren wirden. Tatsachlich ist der Nachweis von Proteinen im A-Band wegen
der sehr erschwerten Zugénglichkeit der Epitope aufgrund der hohen Proteindichte schon an
sich ein schwieriges Unterfangen.

Eigene Untersuchungen mit mehreren monoklonalen anti-LMM-Antikérpern, die wohl die
weniger proteindichte M-Linie und die Filamentenden farben, nicht aber die A-Band-Region
bestatigen Beobachtungen an Vertebraten-Muskeln, die ebenfalls eine limitierte Farbung
durch Anti-LMM im A-Band zeigen (Pepe, 1982). Auch friilhe Versuche, Paramyosin in
Lethocerus zu lokalisieren, konnten in ahnlicher Weise und im Gegensatz zu den oben zitier-
ten Untersuchungen keine Farbung der Aktin-Myosin-Uberlappungszonen zeigen (Bullard et
al., 1977b). Die Schwierigkeit, Paramyosin an dicken Filamenten nachzuweisen, werden
auch von Castellani und Vibert demonstriert, die eine enge Assoziation mit Myosin-
Subfilamenten aus Mytilus nur in aufgelockerten Zustanden dicker Filamente finden
(Castellani & Vibert, 1992).

Gelingt es also, Paramyosin in Schnitten an dicken Filamenten zu detektieren, so kann dies
als starkes Indiz dafur gewertet werden, dass dies kein kerngebundenes Material darstellt.
Auch das Extraktionsverhalten von Paramyosin stitzt die These, dass dieses aul3er im Kern
auch in der Peripherie dicker Insektenfilamente (hier Acherontia; gleiches gilt fiir Locusta
oder Phormia) lokalisiert sein kénnte: Schon bei sehr geringen lonenstérken (s. Kap. 3.6.1)
ist eine nennenswerte Menge dieses Proteins in Losung zu bringen; das Reinigungsprotokoll
macht sich eben diesen Umstand zunutze. Abb. 3-17 B zeigt, wie im Vergleich zum Myofibril-
len-Verhaltnis von Myosin:Paramyosin unproportional viel Paramyosin unter diesen Bedin-
gungen in Lésung zu bringen ist, ein Umstand, der nur schwer erklarbar ware, stammte die-
se Fraktion allein aus dem Inneren der dicken Filamente. Das Extraktionsverhalten von Pa-
ramyosin aus Caenorhabditis-Filamenten zeigt ebenfalls biphasisches Verhalten (Deitiker &
Epstein, 1993; Epstein, 1988).

Insektenfilamente wie die von Musca und Drosophila, die im Querschnitt hohl erscheinen,
weisen einen Paramyosinanteil von ca. 3 % auf (Beinbrech et al., 1985). Es kdnnte sich bei
dieser offensichtlich essentiellen Fraktion um Moleklle handeln, die an der Oberflache der
Filamente lokalisiert sind und dort die Aufgabe der MHC3-Bindung erflllen. Auf der Grundla-
ge der Molekulargewichte der Drosophila-Primarsequenzen von Myosin und Paramyosin

ergibt sich ein respektives Molekilverhaltnis von ca. 12 :1. Mit einer Lange von 135 nm er-
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reicht ein einzelnes Paramyosin-Molekil auf der Auf3enseite des hier vorgeschlagenen
Subfilaments (Abb. 4-7 B) die MHC3-Regionen von sechs Myosin-Dimeren, die um 14,5 nm
versetzt sind. Der Anteil von Paramyosin scheint also ausreichend, die Funktion der MHC3-
Positionierung in der Peripherie des Filamentriickgrates zu erfullen. Genau dies konnte die
Aufgabe des Minimalanteils von Paramyosin im Insektenfilament darstellen und so die Aus-
bildung der Ruckgratstruktur nach Abb. 4-10 durch den MHC2-C-Anteil mdglich machen.

Die Ergebnisse zur Paramyosin-Bindung der mutierten C19-Isoform des langeren Fragments
(3-19 G) zeigt dartiber hinaus, dass auch weitere Sequenzen die Wechselwirkung zwischen

LMM und Paramyosin beeinflussen kénnen:

4.5.3 C-terminale Sequenzen

Ein drastischer Anstieg der Paramyosin-Bindung des Fragments 3-19 ist nach Mutation des
Serin-Restes im durch Exon19 kodierten random coil-Abschnitt zu verzeichnen. Eine physio-
logische Relevanz dieser Beobachtung kann zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht direkt abge-
leitet werden, da die Phosphorylierungs-Experimente keinen Hinweis auf eine in vivo vor-
kommende Modifizierung ergeben haben. Jedoch gibt das Zusammentreffen der Expression
einer Exonl19-Isoform im Larvenstadium, der Anwesenheit ausschlieRlich solider Filamente
ebenda und der sehr stark erhéhten Paramyosin-Bindung der Mutante Anlass zu der Vermu-
tung, dass die Phosphorylierungs-Experimente im Hinblick auf eine Modifizierung des Serin-
Restes in Exon 19 nicht abschlieRend erschdpfend ausgefallen sind. Moglicherweise ist der
Grad der Phosphorylierung anderer Reste innerhalb der untersuchten Fragmente auch so
hoch, dass die angewendete Nachweis-Methode nicht in der Lage ist, eine zusétzliche Mar-
kierung zu detektieren. Auch zu diesem offenen Punkt kdnnten weitergehende Untersuchun-
gen durchgefihrt werden.

Im Augenblick ist schwer zu sehen, wie die Einfihrung einer negativen Ladung das Verhal-
ten so deutlich zu andern in der Lage ist. Einen weiteren moglicherweise bedeutsamen Hin-
weis liefern die Loslichkeitsuntersuchungen: Hier hat die Mutation einen exakt entgegenge-
setzten Effekt: Die Loslichkeit der Mutante ist bei Fragmenten beider Gré3engruppen signifi-
kant erhoht, d.h. die Wechselwirkung zwischen LMM-Molekilen ist negativ beeinflusst. Es
erscheint eher unwahrscheinlich, dass die Einfihrung der Ladung eine eigene, neue Para-
myosin-Bindungs-Domane kreiert, da sie nach wie vor in eine random coil-Umgebung einge-
bettet ist. Die Beobachtungen kdnnten aber Uber einen lbergeordneten Parameter, die
Struktur des Fragments speziell unter Aggregationsbedingungen miteinander zusammen-
hangen.

Anhaltspunkte fir einen Einfluss C-terminaler Ladungen auf die Gesamtstruktur ergeben sich
auch aus den Ergebnissen der Pepe-Gruppe an Vertebraten-Myosin: Hier sind in der ent-

sprechenden random coil-Doméane negative Ladungen geclustert. Je nach Anzahl dieser
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Ladungen, die sukzessive deletiert wurden, andert sich die Windungsperiode korkenzieher-
artiger Aggregate des kurzen MHC1-Fragments (Chowrashi et al., 1996; Pepe, 1982). Die
Ladungsbalance innerhalb dieser random coil-Doméanen kénnte also einen Einfluss auf die
Struktur entlang des coiled coils haben und so die Wechselwirkung mit direkten Nachbarn
beeinflussen. Dabei ware ein gegenlaufiger Effekt auf LMM-LMM- bzw. LMM-Paramyosin-
Interaktionen eine durchaus sinnvoll erscheinende Konsequenz. Auch dieser Effekt wirde
nicht dem Alles-oder-Nichts-Prinzip gehorchen: die Mutante von 2-19 zeigt keine abgewan-
delte Paramyosin-Bindung, d.h. die Anwesenheit der MHC3-Doméanen erscheint als eine
notwendige Voraussetzung fur die Paramyosin-Bindung.

Zusammenfassend muss in Bezug auf die nicht mutierten unterschiedlichen C-Termini der
hier exprimierten Fragmente festgehalten werden, dass keine eindeutigen Effekte auf die
untersuchten Parameter nachgewiesen werden konnten. In Bezug auf Léslichkeit, CD-
Signal, Fahigkeit zu antiparalleler Zusammenlagerung, Paramyosin-Bindung oder Phospho-
rylierbarkeit sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Expressionsprodukten einer
GroRengruppe festzustellen. Die Funktion des durch Exon 19 kodierten Bereichs bleibt also
weiter im Unklaren. Es erscheint lediglich bemerkenswert, dass die einzige parallele Anord-
nung nur in Anwesenheit dieser Domane erhalten wurde. Ebenso scheint den C-terminal
letzten 5 ASen des Exonl7 keine besondere Bedeutung fir die hier untersuchten Eigen-
schaften beizukommen; dass der durch Exon 18 kodierte Isoleucin-Rest einen bedeutsamen

Einfluss haben kénnte, durfte a priori nicht angenommen werden.

Wenngleich die physiologische Relevanz einer putativen Phosphorylierung in der
Exon 19-Domane nicht gezeigt werden konnte, so zeigen die Ergebnisse, wie sensibel be-
stimmte Eigenschaften auf Ladungsunterschiede in diesem Bereich reagieren. Dieses Epitop
kénnte auch eine Rolle bei der Wechselwirkung mit anderen Myosin-assoziierten Proteinen
spielen. Die hier durchgeflihrten Bindungsstudien haben keine Anzeichen einer Wechselwir-
kung von Projektin mit den untersuchten LMM-Abschnitten ergeben. LMM-Domanen sind
aber offensichtlich in die Assoziation von Flightin an das dicke Filament in Drosophila invol-
viert (Kronert et al., 1926; Reedy et al., 2000). Ein dhnliches Protein in Lethocerus soll an C-

terminale LMM-Sequenzen binden (Ferguson et al., 1994).
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war, die Rolle des Drosophila-LMM (Light Mero Myosin) bzw. seiner ein-
zelnen Abschnitte bei der Strukturbildung dicker Filamente aus Insektenflugmuskeln zu un-
tersuchen. Die hier vorgestellten Ergebnisse demonstrieren, dass die artspezifische Auspra-
gung dicker Filamente wesentlich durch Eigenschaften der LMM-Doméne des Myosins de-
terminiert ist. Es konnte ein Modell zur Struktur des Myosinfilaments aus Insektenflugmus-

keln entwickelt werden.

Um eine gezielte Herstellung definierter Teilabschnitte des LMM zu ermdéglichen, wurde zu-
nachst ein Expressionssystem etabliert, Uber das acht Fragmente des Insekten-LMM in gro-
Ren Quantitaten rekombinant hergestellt werden konnten. Diese Fragmente fallen in zwei
Grolienklassen, indem bei unterschiedlichen C-Termini die l&angeren fast vollstandigem LMM
entsprechen (z.B. 3-19), die kurzeren nahezu die C-terminalen % des LMM reprasentieren
(z.B. 2-19). Die Expressionseffektivitat der Fragmente in E.coli-Zellen erreicht Niveaus bis zu
90 % des Zellproteins. Dabei werden die translatierten Proteine zumindest bei bestimmten
Produkten in kristalliner Form in den Bakterien abgelagert. Die in Praparaten von 2-19
exprimierenden Zellen gefundenen Kristall-Eckdaten konnten zur Entwicklung eines Modells
zur Ultrastruktur des Insektenfilaments herangezogen werden.

Die physiko-chemischen Eigenschaften der gereinigten Fragmente stehen in guter Uberein-
stimmung mit Literaturdaten in Bezug auf Molekulllange, a-Helixgehalt und Ldslichkeit. Dabei
scheinen sich die Eigenschaften der N-terminal verkirzten Fragmente geringfligig von denen
der langeren zu unterscheiden. Sie weisen neben einem geringeren Helix-Anteil auch eine
herabgesetzte Loslichkeit auf. Der Ladungsbilanz im nicht-helikalen C-Terminus scheint eine
besondere Bedeutung fiir die Loslichkeit beizukommen: Die Einfiihrung einer negativen La-
dung im Exon 19 durch Mutation erhéht unabhangig vom N-Terminus der Fragmente die
Ldslichkeit. Die aufgefiihrten Abweichungen hinsichtlich der Molekdlstruktur und der Léslich-
keit konnten eine Voraussetzung fur divergierende Aggregations-Charakteristiken langerer
und klrzerer Fragmente darstellen, die sich auch in strukturell unterschiedlichen Molekiilan-
ordnungen widerspiegeln:

Flachenanordnungen auf Lipid-Monolayern zeigen, dass auch bei &hnlicher Struktur in axia-
ler Richtung die Natur der seitlichen Zusammenlagerung kleiner und grof3er Fragmente in

diesen Praparaten unterschiedlich ist.

Darlber hinaus bilden die langeren Fragmente 3-19 und dessen Mutante wie die Entspre-

chungen aus Vertebraten-LMM Parakristalle mit einer Periode von 43,5 nm. Zur Erkl&arung
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dieses und eines 14,5 nm-periodischen Banderungsmusters kann ein etabliertes Modell zur
Molekilanordnung in Vertebraten-Parakristallen durch Einfihrung einer alternativen antipa-
rallelen Uberlappung modifiziert werden. Diese Abweichungen deuten auf ein unterschiedli-
ches Assoziationsverhalten im Bereich der bare zone dicker Filamente aus Vertebraten- und

Insektenmuskeln hin.

Im Gegensatz dazu bilden die kiirzeren Fragmente in keinem Fall Aggregate mit einer Perio-
de von 43,5 nm aus; fir diese kann ein alternatives Molekilmodell zur Herleitung eines
14,5 nm-periodischen Banderungsmusters formuliert werden. Es beinhaltet 14,5 nm versetz-
te Molekdlpartner, die sich im Abstand von 58 nm wiederholen; diese Formation ist Bestand-

teil des Modells zur Anordnung von Myosinmolekilen im Filamentschaft.

Speziell das Fragment 2-19 und dessen Mutante formen — anders als ihre Vertebraten-
Pendants - Parakristalle mit einer unipolaren 116 nm-Periode. Diese stellt eine Insektenflug-
muskel-spezifische Grol3e dar. Beugungsmuster der Parakristalle verhalten sich in wesentli-
chen Merkmalen analog zu denen isolierter Insektenfilamente. Die Information zur artspezifi-
schen Zusammenlagerung von Insekten-LMM ist also augenscheinlich in den letzten zwei

Dritteln der Doméane lokalisiert.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnte ein Filamentmodell hergeleitet werden, das teils
widerspriichliche Befunde und Modelle zur Struktur des dicken Filaments aus Insektenflug-

muskeln in sich vereinigt.

Zentrale Elemente des Modells stellen Subfilamente aus zwei 4 nm dicken Strangen dar.
Diese Strange winden sich in Form eines Supercoils paarweise mit einer Windungslange von
116 nm umeinander. 6 Subfilamente ordnen sich in einer kristallinen Formation zum im
Querschnitt leicht elliptischen Filamentkorper. Es kdnnen zwei mogliche Kombinationen von
Subfilamenten formuliert werden, die nahezu identische Charakteristika aufweisen.

Die Modelle beinhalten 6 Molekule pro Kopfchenebene eines Insektenfilaments. Diese sind
in 4 Helices organisiert und kénnen so ultrastrukturelle Untersuchungen zur helikalen Ord-
nung bestatigen. Die Ableitungen zeigen, dass eine 4fache Rotationssymmetrie nicht not-
wendigerweise 4 Myosin-Kdpfchen pro Ebene bedingen muss, wie bislang angenommen.
Andere publizierte helikale Eigenschaften in Form einer 2fach-symmetrischen Képfchendich-
te, die mit der Symmetrie von Targetzonen der umgebenen Aktinfilamente kongruieren, wer-
den in den Modellen ebenfalls generiert. Die Anordnungen erganzen damit die ,match-

mismatch-Hypothese“ zur Dehnungsaktivierung des Insektenflugmuskels.

Die abgeleiteten Subfilamente beherbergen lediglich die letzten beiden Drittel des LMM. Die
Bedeutung des N-terminalen Drittels ware somit nicht primar in der Steuerung der Selbstas-
soziation zu suchen. Diese Bereiche kénnten in die Wechselwirkung mit assoziierten Protei-
nen involviert sein: Die langen Fragmente nativer Sequenz, die diese LMM-Anteile beinhal-

ten, binden um einen durchschnittlichen Faktor von 2,5 besser an Paramyosin. Diese hinge-
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nahen LMM-Bereiche kdnnten in peripheren Zonen des Filamentkdrpers tber Paramyosin

fixiert sein.

Den durch alternative Exons kodierten C-Termini verschiedener LMM-Isoformen konnte kei-
ne eindeutige Funktion zugeordnet werden. Die in Exon 19 eingefiihrte Mutation zur Simula-
tion einer Phosphorylierung steigert jedoch die Bindung des langsten der untersuchten
Fragmente an Paramyosin noch weiter. Direkte Hinweise auf eine Phosphorylierung dieses
spezifischen Restes durch Drosophila-eigene Kinasen aus Muskelextrakten konnten aller-
dings nicht gefunden werden.

Andererseits sind aber alle Fragmente an anderen Stellen durch Extrakte aus Drosophila-
Myogewebe in vitro phosphorylierbar. Eine Phosphorylierung von Schweren Ketten des My-
osins wurde auch in metabolischen Markierungen intakten Muskelgewebes von Drosophila
gefunden. Die Bedeutung einer Phosphorylierung von LMM-Resten, die bislang fir querge-
streifte Muskeln nicht beschrieben ist, ist unklar. Die Auswertung der Parakristall-Struktur

phosphorylierter Fragmente deutet auf eine Modifizierung ihrer Mikrostruktur hin.
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°C

2-D

3-D

A. bid.

A. dest.
Abb.
Amp.
AMPPNP

appar.
APS

ASe(n)
ATP
B-Gal
bp
BPB
BSA
bzw.

ca.
CAM
CAMP
CD
d.h.
ddATP
ddNTP

ddTTP
DNA

dNTP
DTT

E.coli
EDTA
EGTA

EK

ELISA
EM

Fa.

Grad Celsius

zwei-dimensional
drei-dimensional

agua bidestillata

agua destillata

Abbildung

Ampicillin

Adenosin 5°[B,y-imido] triphosphat
apparent
Ammoniumperoxodisulfat
Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat
Beta-Galaktosidase

Basenpaare

Bromphenolblau
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

circa

Chloramphenicol

zyklisches Adenosinmonophosphat
Circulardichroismus

das heifl3t
Didesoxyadenosintriphosphat
Didesoxynukleosidtriphosphat
Didesoxythymidintriphosphat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Extinktion

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsaure
Enterokinase

-enzyme linked immuno sorbent assay"
Elektronenmikroskop

Firma
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FFT »fast Fourier transform*

g Erdbeschleunigung (9,81m/52)
gof. gegebenenfalls

h Stunde(n)

HBS HEPES-gepufferte Salzlésung
HC ,heavy chain“

HE »human embryonic*

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure
His Histidin

HMM .-heavy mero myosin“

HMW »high molecular weight"

IEF Isoelektrische Fokussierung
IFM Insektenflugmuskel

Ig Immunglobulin

IPTG Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
kalkul. kalkuliert

Kap. Kapitel

kB kilo Basen

kDa kilo Dalton

LC Leichte Kette des Myosins
LMM Leichtes Meromyosin

LMP “low melting point”

LMW “low molecular weight”

M Marker

MBP “maltose binding protein”
MHC »,myosin heavy chain“

min Minuten

MMP Magermilch-Pulver

MRE .mean residue ellipticity"
MRNA Messenger-RNA

MRW .mean residue weight"

MW Molekulargewicht

n Anzahl der Messwerte

NHS N-Hydroxysuccinimid

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure

o.e. oben erwahnt

0.9. oben genannt

oD optische Dichte

OPD ortho-Phenylendiamin

P; anorganisches Phosphat
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion
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PEG Polyethylenglycol

pfu » plaque forming units”

PKC Proteinkinase C

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

POD Peroxidase

PP; Pyrophosphat

R Regressionskoeffizient

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

c Standardabweichung

S Subfragment

S. siehe

S.0. siehe oben

SDP Standard-Verdinnungs-Prozedur
SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunden

sog. sogenannt

SSC Natrium-Natriumcitrat

ssDNA Einzelstrang-DNA

t Zeit

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TBS Tris-gepufferte Salzlésung

TCA Trichloressigséaure

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100 Octylphenolpoly(ethylenglycolether),
tRNA Transfer-RNA

Tween 20 Polyoxythylensorbitan-monolaurat
u.a. unter anderem

u.S.w. und so weiter

uv Ultraviolett

vgl. vergleiche

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-galaktopyranosid
z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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Diplomarbeit: ,Untersuchungen zur Struktur von Insekten-
myosin“

Diplom im Fach Biologie an der WWU Munster

Weiterbildung im Bereich Molekularbiologie an der University
of Pennsylvania, Philadelphia, USA; DFG-F6rderung

Etablierung und Fortfihrung molekularbiologischer Anséatze
in der Muskelphysiologie

Promotionsarbeit am Institut fiir Zoophysiologie, Arbeitskreis
Muskelphysiologie der WWU Miinster

Betreuer: Prof. Dr. G. Beinbrech: ,Fragmente von Drosophila-
Myosin: Expression, Aggregationseigenschaften und deren
Bedeutung fur Modelle zur Filamentstruktur”

GraFo6G-Stipendium

05.1992 - 01.1996,
05.1996, 10.1996

02. - 04.; 06.-09.1996
11.-12.1996

07.2001 - 09.2002
02.2003 — 05.2003

wiss. Hilfskraft am Institut fir Zoophysiologie der WWU
wiss. Angestellter am Institut fir Zoophysiologie der WWU
wiss. Angestellter am Institut fir Arteriosklerose-Forschung,
Prof. Dr. J. Rauterberg, Medizin. Einrichtungen der WWU
Betriebsleitung und Entwicklung, Dr. Fooke GmbH, Neuss
Klinisches Monitoring, Proverum GmbH, Munster

STUDIENBEGLEITENDE TATIGKEITEN

08.1999 — 07.2000

Weiterbildung "Projektmanager Biotechnologie"



